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TURKCE OZET

Bronkopulmoner Displazi (BPD), preterm dogumun en sik goriilen
komplikasyonlarindandir. Giiniimiizde antenatal betametazon, prematiire dogum
ihtimali olan gebelere uygulanarak yenidoganlarda ortaya g¢ikacak BPD hasarinin
Onlenmesi amaglanmaktadir. Ancak maternal steroid uygulamasi bazi vakalarda
yetersiz kalmakta ve alternatif tedavilere ihtiyag duyulmaktadir. Fosfolipid
sentezinde ortaya ¢ikan endojen bir molekiil olan CDP-kolin’in, hiperoksiye maruz
kalan yenidogan sicanlarda akciger fosfolipid miktarini arttirdig1 ve alveolarizasyonu
diizelttigi bilinmektedir. Ancak, prenatal donemde gebeye uygulanan CDP-kolin’in
yenidogan doneminde hiperoksik akciger hasar1 tlizerine olan etkisi heniiz
incelenmemistir. Ayrica CDP-kolin’in bu modeldeki muhtemel etkinligi maternal
steroid tedavisi ile kiyaslanmamis ve steroidle birlikte CDP-kolin uygulamasinin
etkileri degerlendirilmemistir.

Bu bilgiler 1s1¢inda maternal CDP-kolin uygulamasinin hiperoksik akciger
hasarina maruz birakilan yenidoganlarda akciger maturasyonu iizerine olan etkisinin
ilk kez arastirilmasi amaglanmistir. Calismamizda gebe Spraque-Dawley sicanlar
gruplara ayrilarak betametazon ve/veya CDP-kolin enjeksiyonlart yapilmistir.
Dogumdan sonra ise yavru siganlar hiperoksiye maruz birakilarak hiperoksik akciger
hasar1 olusturulmus ve annelerin aldig1 betametazon ve/veya CDP-kolin tedavilerinin
yavru siganlarda akciger fosfolipid diizeyi, apoptotik hiicre 6liimii ve alveolarizasyon
tizerine olan etkileri degerlendirilmistir.

Calismamizin sonuglar1 prenatal donemde uygulanan CDP-kolin tedavisinin
hiperoksik akciger hasart olusturulan yenidogan sican akciger dokusunda total
fosfolipid ve fosfatidilkolin diizeylerini artirdigini, apoptotik siireci baskiladigini ve
alveolarizasyonu artirdigini gostermistir. Ayrica betametazon ile kombine edilen
CDP-kolin tedavisinin bu ilaglarin tek baslarina uygulanmasina gore akciger
fosfolipid diizeylerini anlamli olarak daha fazla artirmig ve apoptotik hiicre 6liimiinii
daha kuvvetli baskilamigtir. Bu bulgular prenatal donemde betametazon ile kombine
edilen CDP-kolin tedavisinin yenidogan hiperoksik akciger hasarimi daha etkin bir
sekilde iyilestirme potansiyeli barindirdigina ve BPD’nin Kklinik tedavisinde
betametazon ile CDP-kolin kombinasyonunun daha yararli olabilecegine isaret
etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Bronkopulmoner displazi, betametazon, CDP-kolin,
fosfolipid, yenidogan sigan
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INGILIZCE OZET

Investigation of Possible Effect of Maternal CDP-choline Treatment on
Newborn Rat Lung Maturation

Bronchopulmonary Dysplasia (BPD) is one of the most common complications
in preterm birth. Currently, BPD in newborns can be prevented by antenatal
betamethasone injection to pregnant women having the risk of preterm birth.
However, maternal steroids are inadequate in some cases and alternative treatments
are required. CDP-choline, an endogenous compound formed during phospholipid
synthesis, was shown to enhance phospholipid levels and alveolarization in newborn
rats subjected to hyperoxic lung injury. However, the effect of CDP-choline on
hyperoxic lung injury in newborns when applied to pregnant rats during prenatal
period has not yet been investigated. Additionally, the potential effect of CDP-
choline has not been compared with that of a steroid and the effect of CDP-choline
and steroid combination has not been evaluated.

In the light of this information, we aimed to investigate CDP-choline’s effect
by maternal administration on lung maturation in newborns with hyperoxic lung
injury for the first time in the literature. Pregnant Spraque-Dawley rats were grouped
to receive betamethasone and/or CDP-choline injections. Pups born to these dams
were than subjected to hyperoxic lung injury to investigate the effect of maternally-
administered betamethasone and/or CDP-choline on lung phospholipid levels,
apoptotic cell death and alveolarization.

We found in our study that prenatal administration of CDP-choline enhanced
the levels of total phospholipids and phosphatidylcholine, improved alveolarization,
and it reduced apoptotic cell death in newborns subjected to hyperoxic lung injury.In
addition, lung phospholipid levels were greater and apoptotic cell death was potently
reduced in newborns whose dams received the combination of betamethasone and
CDP-choline, compared to the administration of these agents alone. These findings
show that the combination of betamethasone and CDP-choline provides greater
benefit in reducing newborn hyperoxic lung injury and suggest the clinical utility of
this combination in newborns with BPD.

Key Words: Bronchopulmonary Dysplasia, betamethasone, CDP-choline,
phospholipid, newborn rat
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1. GIRIS

Bronkopulmoner Displazi (BPD), preterm dogumun en sik goriilen uzun
donem komplikasyonlarindan biri olarak kisa ve uzun dénem etkileri ile prematiire
bebeklerde morbidite ve mortalitenin major sebeplerindendir (Bhandari ve McGrath,
2013). BPD gelisimi karmasik ve multifaktoriyel bir siirectir. BPD olusumunda etkili
risk faktorleri prematiirite, mekanik ventilasyon, hiperoksi, inflamasyon, antenatal
faktorler, sivi yiikklenmesi, genetik etkiler ve beslenmedir. Son zamanlarda yapilan
bir c¢alismada BPD insidansi (tam1 kriteri olarak postmenstriiel 36 hafta
kullanildiginda) %42 (dogum agirligi= 501-750 gr), %25 (dogum agirligi= 751-1000
gn), %11 (dogum agirhigi= 1001-1250 gr) ve %5 (dogum agirhigi= 1251-1500 gr)
olarak bulunmustur (Fanarof ve ark., 2007). BPD’li hastalarin %97’sini dogum
agirligi 1250 gramdan diisiik bebekler olugturmaktadir (Walsh ve ark., 2006).

BPD tedavisi, nutrisyonel destek, sivi kisitlamasi, ilag tedavileri, oksijen
tedavisi ve enfeksiyon tedavisi gibi durumlar1 kapsamaktadir. Tedavide esas amag
altta yatan major patofizyolojiyi diizeltmektir. Pulmoner 6dem varliginda diiiretikler,
bronkokonstriksiyon ve havayolu hiperreaktivitesi varliginda bronkodilatatorler,
inflamasyon varliginda steroidler, kor pulmonale varliginda vazodilatatorler, kronik
akciger hasar1 varliginda antioksidanlar, ¢esitli niitrisyonlar seklinde tedaviler
uygulanmaktadir (Morley ve ark., 2008). BPD ortaya ¢ikmadan 6nce ise prenatal
donemde miidahale etme sansi bulunmaktadir. Giiniimiizde antenatal steroid
(betametazon), 23.-34. gestasyonel hafta (GH) arasinda prematiire dogum eylemi
olma ihtimali olan gebelere uygulanmak suretiyle yenidoganlarda ortaya cikacak
BPD’nin 6nlenmesi amaglanmaktadir. Ancak maternal steroid uygulamasi bazi
vakalarda yetersiz kalmaktadir ve alternatif tedavilere ihtiya¢ duyulmaktadir.

CDP-kolin veya sitikolin, yapisal olarak riboz, sitozin, pirofosfat ve kolin
gruplarii igeren niikleotid yapida bir bilesiktir. Viicutta endojen olarak iiretilen
CDP-kolin, hiicre membraninin yapisina katilan fosfolipidlerin sentezi esnasinda ara

metabolit olarak ortaya ¢ikar.



Eksojen olarak uygulanan CDP-kolin’in hem kendisinin hem de
metabolitlerinin asetilkolin sentezi, kolinerjik sistem aktivasyonu ve membran
fosfolipidleri iizerine o©Onemli etkileri bulunmaktadir. CDP-kolin uygulamasi
sonrasinda beyinde fosfotidilkolin (PC), fosfatidilserin (PS) ve fosfatidiletanolamin
(PE) gibi 6nemli membran fosfolipidlerinin sentezinin arttig1 gosterilmistir (Lopez-
Coviella ve ark., 1995). Ayrica CDP-kolin’in fosfolipaz A> enzim aktivasyonunu
inhibe ederek PC yikimini azalttigi, bdoylece membran biitiinliigiini korudugu da
gosterilmistir (Arrigoni ve ark., 1987).

Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada hiperoksik akciger hasarina maruz
birakilan yenidogan sicanlara uygulanan CDP-kolin’in fosfolipid diizeylerini
artirdigi, proinflamatuar sitokin seviyelerini azalttigi, alveolarizasyonu diizelterek
akciger morfolojisine katki sagladigi ve apoptotik siireci baskilayarak akciger
hasarinin derecesini azalttig1 gosterilmistir (Cetinkaya ve ark., 2013).

Bu calismanin amaci ise gebelik sirasinda anneye yapilan CDP-kolin
uygulamasinin ayni modeldeki muhtemel etkinligini degerlendirmektir. Calismada
CDP-kolin’in etkinligi steroid (betametazon) uygulamasi ile kiyaslanmis ve ayrica
CDP-kolin ile betametazon kombinasyonunun bu tedavilerin tek baslarina olan

etkinligine tistiinligli incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bronkopulmoner Displazi

BPD, preterm dogumun en sik goriilen uzun dénem komplikasyonlarindan
biridir. Perinatoloji ve neonatolojideki gelismelere ragmen, BPD kisa ve uzun donem
etkileri ile prematiire bebeklerde morbidite ve mortalitenin major sebeplerinden biri
olmaya devam etmektedir (Bhandari ve McGrath, 2013).

Klasik BPD ilk olarak 1967 yilinda Northway ve arkadaslar1 tarafindan 30. -
37. GH’da dogan prematiire bebeklerin agir Respiratuar Distres Sendromu (RDS)
nedeniyle yiiksek konsantrasyonlu oksijen ve yiikksek basingli uzamis mekanik
ventilasyon ile tedavi edilmesiyle ortaya ¢ikan klinik, radyolojik ve patolojik
degisiklikler olarak tanimlanmustir (Northway ve ark., 1967). Pusey ve ark. RDS’nin
BPD i¢in gerekli prekiirsor olmadigini géstermis ve yenidoganlarda uzamis mekanik
ventilasyon ile iliskili yaygin intersitisyel fibroplaziyi tanimlamistir (Pusey ve ark.,
1969). Bancalari ve ark. en az {i¢ giin siireyle mekanik ventilasyon alan ve oksijen
ithtiyac1 28 giinden uzun siiren, artmis solunum eforu ve akciger radyolojik bulgular
olan yenidoganlarda gelisen solunum yetmezligi olarak BPD’yi yeniden
tanimlamistir (Bancalari ve ark., 1979).

Perinatal ve neonatal alandaki teknolojik gelismeler, giderek yayginlasan non-
invaziv ventilasyon uygulamalar1 ve antenatal steroid tedavisi yaninda 1990’
yillardan sonra klinikte kullanilmaya baslayan surfaktan replasman tedavileri
sonucunda daha kiigiik GH (24. — 28. hafta) ve dogum agirligina sahip prematiire
bebeklerde ortaya ¢ikan tablo “Yeni BPD” veya “Kronik Akciger Hastaligi” olarak
tanimlanmustir (Bancalari ve ark., 2003).

Epidemiyolojik, klinik ve histopatolojik o©zelliklerinde farkliliklar olmasi
nedeniyle BPD’nin esas olarak tanimlanmasi 2001 yilinda Amerikan Ulusal Halk
Saglig1 Enstitiileri, National Institute of Child Health and Human Development
(NICHD), National Heart, Lung and Blood Institute (NHLB), Office of Rare Disease



(ORD) tarafindan yapilan ¢alistayda yayimlanan kriterlere gore yapilmaktadir (Tablo
1). Kronik akciger hastalig1 terimi yenidogan donemi diginda tiim yas gruplarindaki
akciger hastaliklarini da icerdiginden ve hem epidemiyolojk hem de etyopatojenik
acidan yenidogan doneminde goriilen bu tablo diger yas gruplarindan farkli
oldugundan tanimlamada “Bronkopulmoner Displazi” teriminin kullanilmasi
gerektigi bildirilmistir (Jobe ve Bancalari, 2001).

Buna gore BPD tanimlamasi1 32. gebelik haftasinin altinda ve iistiinde dogan
bebekleri ayr1 ayri siniflandirarak yapilmaktadir. Cogunlukla asir1 diisiik dogum
agirlikli 1000 g’in altindaki prematiire bebeklerde, ilk zamanlarda klinik derecesi ne
olursa olsun; RDS’si olup olmamasina bakilmaksizin dogumda gestasyon yas1 <32
hafta olan prematiire bebekler i¢in postmenstriiel 36. haftada ve GH >32 olan
prematiire bebekler icin postnatal 28. giinde veya eger daha erken gerceklesirse
taburculuk zamaninda devam eden >%21 O gereksinimi olarak tanimlanmistir (Jobe
ve Bancalari, 2001).

Yeni BPD gelisen pretermlerde, ilk basta diisiik oksijen konsantrasyonu ve
diisiik basing ile ventilasyona ihtiya¢ duyan hafif solunum hastaligin1 izleyen,
minimal ya da bazen hi¢ oksijen ihtiyacinin olmadigi kisa siiren “balay1” da denen
gecici iyilik donemi goriilmektedir. Birkag glin veya birka¢ hafta siiren mekanik
ventilasyon sonrasinda akciger fonksiyonlarinda ileri diizeyde bozulma ve solunum
yetmezligine ek olarak ventilasyon destegi ve oksijen ihtiyacinin arttigt bir durum
ortaya ¢ikmaktadir (Rojas ve ark., 1995). Radyolojik bulgular ge¢ ortaya g¢ikarken,
hafif olgularda yaygin puslu goriiniim saptanmaktadir (Sarici, 2006). Agir olgularda
ise akciger periferine uzanan kaba dansiteler, homojen olmayan gériinim ve asiri

havalanma alanlar1 izlenmektedir (Kinsella ve ark., 2006).

Tablo 1. Bronkopulmoner displazi tanimi ve siniflamasi

Gebelik Yas1 Gebelik Yas1
<32 hafta >32 hafta
En az 28 giin >%21 O, gereksinimine ek | En az 28 giin >%21 O, gereksinimine ek
olarak olarak
T PM 36. haftada veya taburculuk >28. giin - <56. giin veya taburculuk
Zaman sirasinda sirasinda
(hangisi daha erkense) (hangisi daha erkense)
Hafif BPD Bk O gereksinimi yok Ek O, gereksinimi yok
Orta BPD <%30 ek O, gereksiniminin olmasi <%30 ek O, gereksiniminin olmasi
Afir BPD >%30 O, gereksinimi ve/veya pozitif >%30 O, gereksinimi veya pozitif basing
8t basing (PBV veya nCPAP) gereksinimi (PBV veya nCPAP) gereksinimi

PM: Postmenstriiel; PBV: Pozitif basingli ventilasyon; nCPAP: Nazal pozitif hava yolu basinci



2.2. BPD Patofizyolojisi

2.2.1. Normal Akciger Gelisimi

Prenetal akciger gelisimi bes doneme ayrilir ve bu gelisim postnatal donemde
de devam eder (Coalson, 2003) (Sekil 1).

1. Embriyonik donem (Konsepsiyon sonrast 26. giin ile 7. GH arasi):
Primordial 6nbarsaktan koken alan ventral divertikiil, proksimal trakeay: olusturmak
icin kaudale dogru uzanir ve trakeadan sonra dallanip ana bronslar1 meydana getirir.
Bu donemde biiyiime faktorleri 6nemli diizenleyici etkilere sahiptir.

2. Psddoglandiiler dénem (7. — 16. GH arasi1): Havayolu terminal bronsiolleri
olusturmak {izere gelisir ve solunumsal epitelyal hiicrelerin olusumu belirgindir.

3. Kanalikiiler dénem (16. — 26. GH aras1): Bronsioller olusur. Ozellikle
vaskiiler endotel biiylime faktorii (VEGF) etkisi ile mezenkim damarlanmasi artar.
Epitel hiicrelerin tip I ve II pnomositlere farklilasmasi tamamlanir.

4. Sakkiiler donem (Ugiincii trimester veya 26/28 — 32/36 GH arast): Pulmoner
parankimin boyutlarim arttigi bu donemde surfaktan sistemi olgunlasir ve apoptotik
ve anti-apoptotik proteinlerin dengesiyle hava bosluklari arasinda yer alan bag
dokusu incelir.

5. Alveolar dénem ve mikrovaskiiler matiirasyon (32. — 36. GH’da baslar,
dogumdan sonra da devam eder): Sakkiiler donemde mevcut olan primer septanin
tizerinde sekonder krestin belirmesiyle alveoller olugsmaktadir. Gelismemis olan
alveolar septanin ¢ift kapiller tabakasi tek tabakaya doniiserek mikrovaskiiler gelisim
gergeklesir. 32. GH’da olgun alveollerle karsilasilsa da tiim alveollerin olgunlagmasi

36. GH itibariyle olmaktadir.
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Sekil 1. Akciger gelisim evreleri. Bu sekil www.embryology.ch adresinden uyarlanmugtir.

2.2.2. BPD Patolojisi

BPD’nin klasik patolojik ozellikleri surfaktan tedavisinin kullanima
girmesinden 6nceki doneme ait olup, trakeobronsial agacin her diizeyinde (brons,
bronsiol, alveol, vaskiiler yatak) bozukluklar goriilmekteydi. Brons, bronsiol ve
alveolar bdolgede alveolar septanin yikimi, inflamasyon ve fibroproliferasyon
gozlenirken, brons ve bronsiol etrafinda miiskiiler ve submukozal bez hiperplazisi ile
mukozal skuamdz metaplazi goriilmektedir. Vaskiiler yatakta ise endotelyal hiicre
hiperplazisi, muskiiler hipertrofi ve azalmis arteriol sayisi goze c¢arpmaktadir
(D’ Angio ve Maniscalco, 2004).

Yeni BPD tanimu ile birlikte, glinlimiizde BPD nedeni ile 6len pretermlerde
fibrozis az belirgin olup, havalanma alanlarinin tim akcigerde esit dagilim gosterdigi
bildirilmistir. Biiyiik ve kiiglik havayollarinda fibrozis, diiz kas hipertrofisi ve
epitelyal metaplazi daha az izlenmektedir. Buna ragmen, septasyonda aksama ve
sakkiiler donemde duraklama goriilmekte, az sayida ilkel ve biiyiilk boyutta
alveollerin olmasi ise alveolar doneme gegememeyi isaret etmektedir (Jobe ve
Bancalari, 2001). Klasik ve yeni BPD’nin patolojik farkliliklari Tablo 2’de
Ozetlenmistir.

BPD ortaya ¢ikan ve sonrasinda kaybedilen pretermlerin otopsilerinde iki farkli
durum o6ne cikmaktadir. ilki, yogun interstisyel fibrozis ile karakterizedir ve

havayollarinda anormallik g6zlenmez. Bronsiolar tip adi verilen ikinci tipte ise



peribronsiol fibrozis, havayolu duvarlarinda belirgin kalinlagsma, alveolar hipoplazi,
havayolu diiz kas kitlesinde artis, pulmoner vaskiiler “remodeling”, ve amfizem
vardir. Her iki tipte de alveol duvarinda fibroproliferasyon, fibrozise baglh kalinlasma
ve artmis interstisyel matriks bulunur. Hayvan deneylerinde bu degisikliklerin
hiperoksik akciger hasarina bagli olabilecegi bildirilmistir. Ornegin yeni dogmus
sicanlar yiiksek oksijen konsantrasyonuna maruz birakildiklarinda, diiz kaslarda ve
alveolar epitelde kalinlasma, interstisyel matrikste ve miyofibroblastlarda artis
olmaktadir (Aladag, 2006).

Tablo 2. Eski ve Yeni Bronkopulmoner Displazi arasindaki patolojik farkliliklar

Eski Bronkopulmoner Displazi Yeni Bronkopulmoner Displazi
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» Siddetli hava yolu epitelyal lezyonlar: (hiperplazi. lezyonlar1

skuamoz metaplazi) Degisen derecelerde hava yolu diiz kas hiperplazisi
» Hava yolu diiz kas hiperplazisi Az ve dismorfik kapillerler
Belirgin damarsal lezyonlar Degisen derecelerde intersitisyel fibroproliferasyon
Asiri fibroproliferasyon Az, genis ve basit yapida alveoller
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2.3. BPD Insidansi

Prenatal bakimdaki gelismelerle birlikte klasik ya da ciddi BPD insidansi
oldukga azalmigtir. Artan bilgi ve gelisen teknoloji ile birlikte, yasatilan prematiire
sayisindaki artisa bagli olarak BPD oranlar1 da yiiksek seyretmektedir. BPD insidansi
GH ve dogum agirlhigi ile ters orantilidir.

BPD insidansi, her merkezde izlenen yenidoganlarin risk durumlari farkl
oldugundan veya aym hastaligin tedavisinde merkezler arasinda farkli protokoller
uygulanmasina bagli olarak merkezden merkeze farklilik gdsterdiginden BPD’nin
gercek insidansini belirlemek giictiir. Ayrica insidans BPD’nin tiim yenidoganlarda,
sag kalanlarda veya sadece mekanik ventilasyon alanlarda yapilmis olmasina gore de
literatlirde degisik oranlarda verilmistir. Ancak NICHD ¢ok merkezli bir ¢alisma
yaparak, 500-1500 gr dogum agirligina sahip ve postkonsepsiyonel 36. haftada
oksijen ihtiyact devam eden prematiirelerde BPD sikligim1 %3-43 arasinda

bildirmistir (Lemons ve ark., 2001).



Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada BPD insidansi (tan1 kriteri olarak PM
36. hafta kullanildiginda) %42 (dogum agirligi= 501-750 gr), %25 (dogum agirligi=
751-1000 gr), %11 (dogum agirligi= 1001-1250 gr) ve %5 (dogum agirhigi= 1251-
1500 gr) olarak bulunmustur (Fanarof ve ark., 2007). BPD’li hastalarin %97’sini
dogum agirlig1 1250 gramdan diisiik bebekler olusturmaktadir (Walsh ve ark.,2006).

Ulkemizde BPD insidansi; Dokuz Eyliil Universitesi’nden %2 (Duman ve ark.,
2003), inonii Universitesi'nden %4,2 (Giilcan ve ark., 2004), Ankara
Universitesi’nden %10,5 (Atasay ve ark., 2003) olarak bildirilmistir.

Fakiiltemizde BPD siklig1, Koksal ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada
%30-35 arasinda belirtilmistir. Bu ¢alismada BPD sikligi literatiirle uyumlu olarak,
gebelik yasi ve dogum agirlig ile ters orantili bulunmustur (Koksal ve ark., 2009).

2.4. BPD Etiyolojisi
BPD gelisimi karmasik ve multifaktoriyel bir siiregtir. BPD olusumunda etkili

risk faktorleri agagida 6zetlenmistir.

2.4.1. Prematiirite
Yenidogan, annenin son adet tarihinden sonraki 37 ile 42 hafta arasi
dogdugunda term ifadesi kullanilir. Diinya saglik orgiitiine gore son adet tarihinin ilk
gliniinden itibaren 259 giin ya da 37. GH’nin tamamlanmasindan 6nce dogan
bebekler de preterm olarak adlandirilir. Prematiire ve preterm sozciikleri es anlamli
kullanilmaktadir. Pretermler gestasyon yasina gore de 3 gruba ayrilmistir:
1. 1leri derece preterm (<28 hafta)
2. Orta derece preterm (28-<32 hafta)
3. Sinirda preterm (32-<37 hafta)
Neonatolojideki hizli ilerlemelerle birlikte 28 hafta olan viabilite sinir1 24
haftaya diismiistiir.
Pretermler dogum agirligina gore siniflandirildiginda, <2500 gr olanlar diistik
dogum agirlikli (DDA), <1500 gr olanlar ¢ok diisilk dogum agirlikli (CDDA) ve
<1000 gr olanlar ise asir1 diisiik dogum agirlikli (ADDA) pretermler olarak 3 grupta

incelenebilir.



Etiyolojide en dnemli risk faktorii akciger immatiiresidir. Embriyonel donemde
akciger gelisimi gebeligin 3. haftasinda 6n bagirsagin endodermal hiicrelerinden
baslar. Bu donemde alveolar epitelyal hiicrelerden salgilanan VEGF vaskiiler
yapilanmay1 uyarirken, transforme edici biiyime faktori B (TGF B) akciger
morfogenezinde inhibitor etkiye sahiptir (Clark, 2001; Minoo, 2000).

Akciger gelisim evrelerinden Kanalikiiler doénem riskli bir donemdir.
Kanalikiiler donem ve Oncesinde (<26-28 hafta) pulmoner hipoksi akciger
morfogenezini bozarak, akciger gelisiminin hatali tamir mekanizmalar ile birlikte
olusmasina neden olur. Bunun sonucunda alveolar septasyon tamamlanamaz ve
alveolar progenitorler tersiyer (silindirik) sakkiillere boliinemedigi i¢in alveol sayisi
azalir ve pulmoner hipoplazi benzeri bir durum ortaya ¢ikar. Sakkiiler donem ve
sonrasinda (>26-28 hafta) olusan pulmoner hipoksi, akciger zedelenmesi ve akciger
rejenerasyonunda alveolar yapida basitlesme ve alveol hipoplazisi ile sonuglanan

daha hafif bir patoloji ortaya ¢ikar (Sarici, 2006).

2.4.2. Mekanik Ventilasyon

Mekanik ventilasyon sirasinda gelisen barotravma veya volutravma akciger
doku hasarinda 6nemli etkenlerden biridir. Mekanik ventilasyon uygulamasinin
surfaktan eksikligi olan akcigerlerde hasara neden oldugu gosterilmistir. Bu bulgular
yiiksek basing ve yiiksek volimiin akcigerlerde inflamatuar reaksiyonu
baglatabilecegini gostermektedir (Banks-Randall ve Ballard, 2005).

Baro / volutravma, akciger kapiller endotel, bazal membran, alveoller ve hava
yollarinda gerilme sonucu endotelyal hasara ve pulmoner damar direncinde artisa
neden olarak nétrofillerin  pulmoner dolagimda tutulmasina ve inflamatuar
mediatorlerin salgilanmasina yol agar. Endotel zedelenmesi, damar gegirgenliginde
ve akciger sivisinda artisa neden olmaktadir (Jobe ve Bancalari, 2001). Hayvan
modellerindeki ¢alismalarda, mekanik ventilasyonun proinflamatuar siireci
baglatarak, alveolar lavaj sivisinda graniilositlerin sayisimi artirdigr gosterilmistir
(Carlton ve ark., 1997).

Preterm bebeklerde yiiksek frekansh ossilasyonlu ventilasyon (HFOV) [hava
yollarina pozitif basing uygulanirken bu basinca eklenen yiiksek frekansli (3-8 Hz)

titresimler] ile geleneksel mekanik ventilasyon yontemleri karsilastirildiginda her iki



ventilasyon uygulamasinin da benzer proinflamatuar yanit olusturdugu sonucuna
vartlmistir (Thome ve ark., 1998). Dogum odasinda entiibe edilmeden erken nCPAP
uygulamasi yapilan bebeklerde BPD sikligi daha az bulunmus, ancak bu durum

randomize c¢alismalarla kanitlanamamustir (Carlo, 2011).

2.4.3. Hiperoksi / Oksidan Stres

Yiiksek konsantrasyonlu oksijen ve serbest oksijen radikalleri BPD gelisiminde
onemli risk faktorlerinden Dbiridir (Bancalari, 2002). Yiiksek oksijen
konsantrasyonuna maruz kalan prematiire bebekler diger yas gruplariyla
karsilastirildiginda dezavantajli olarak reaktif oksijen - reaktif nitrojen iriinlerinin
artmis oldugu ve bunun sonucunda oksidan stresin de arttig1 sonucuna varilmistir
(Jobe ve Bancalari, 2001).

Prematiire bebeklerin antioksidan savunma mekanizmalari tam gelismemistir
(Chakraborty ve ark., 2010). Siiperoksit dismutaz ve katalaz antioksidan sistemleri
heniiz gelismedigi i¢in prematiireler oksijen toksisitesine bagli hasarlanmaya daha
yatkindirlar (Clark ve ark., 2001). Hiperoksi, reperfiizyon ve inflamasyon sonucunda
ortaya ¢ikan serbest oksijen radikalleri [O2" (siiperoksit anyon), H20-
(hidrojenperoksit) ve OH" (hidroksil radikali)] lipit peroksidasyonu, protein
oksidasyonu ve DNA hasaria yol agmakta, ayrica surfaktan sentezini de azaltarak
yaygin doku hasarina neden olmaktadir (Rodriguez-Capote ve ark., 2006). Hiperoksi,
apoptotik hiicre Oliimiinii artirmakta ve distal hava yollarindaki dallanmay:
geciktirmektedir (Dieperink ve ark., 2006). Sonug olarak prematiir bebeklerde asirt
oksijen maruziyeti sonucu olusan serbest oksijen radikallerinin proinflamatuar etkisi

ile akcigerler zarar gormektedir (Clark ve ark., 2001).

2.4.4. Inflamasyon

Pulmoner ve sistemik enfeksiyonlar, yiiksek konsantrasyonlu oksijen
uygulamas1 ve mekanik ventilasyon olgunlagmamis akcigerde inflamasyonu
tetiklemektedir. Inflamasyon sonucunda da pretermlerde alveolizasyon ve akcigerin
normal vaskiiler gelisimi bozulmaktadir (Speer, 2003). Prenatal enfeksiyonlardan
korioamnionit ve postnatal enfeksiyonlardan sepsis, nekrotizan enterokolit (NEK)

gibi durumlar BPD gelisimi i¢in bir risk faktoriidiir. BPD gelisen hastalarda
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korioamnionit varliginda amniotik sivida ve kanda interlokinlerden IL-1, I1L-6, I1L-8
ve TNF-a seviyelerinin arttigi gosterilmistir (Muhumuza ve ark., 2004; Thompson
ve Bhandari, 2008).

Akciger inflamasyonunda, noétrofiller ve makrofajlar kritik dneme sahiptir.
Mekanik ventilasyon sonrasinda alveolar nétrofiller 6n planda iken, daha sonra
alveolar makrofajlar 6n plana gegmektedir (Li ve Tullus, 2002). Bronkoalveolar
stvidaki nétrofillerin artisi akciger 6deminin derecesi ile uyumlu olup, BPD gelisimi
i¢in erken donemde belirteg olabilecegi gosterilmistir (Carlton ve ark., 1997). Sitokin
saliimu ile karsilasan akcigerde, pulmoner inflamatuar cevap sonrasi anormal yara
iyilesmesi, fibrozis ve sonucta alveolarizasyon ve vaskiiler gelisimin inhibisyonu ile
BPD olusur (Speer, 2001).

BPD ile iligkili kemokinlere bakildiginda, monosit kemoatraktan proteinler
(MCP-1, MCP-2 ve MCP-3) ve makrofaj inflamatuar proteinler (MIP-1 alfa, MIP-1
beta) dikkat g¢ekmektedir (Bose ve ark., 2008). Korioamniyonit ile iligkili
Ureaplasma urealyticum gibi havayolunun infeksiy6z ajanlarla kolonizasyonu ve
hava yolu sekresyonuda MCP-1 diizeyinin artmis olmasi peretermlerde BPD riskini
artirmaktadir (Baier ve ark., 2001).

Inflamasyon ve o&zellikle TNF-a ve IL-1 gibi sitokinlerin, surfaktanin
fonskiyonunu inhibe eden proteinlerin alveollerden sizarak surfaktan bilesenlerini
direkt (Rimensberger, 2002), ya da dolayli olarak azalttigin1 gdsteren g¢aligsmalar
bulunmaktadir (Kobayashi ve ark., 1991).

2.4.5. Siv1 Yiiklenmesi / Patent Duktus Arteriyozus (PDA)

Akcigerin  sivi  dengesindeki degisiklikler BPD olusumuna katkida
bulunmaktadir. PDA pulmoner kan akimini ve interstisyel akciger 6ddemini artirarak
akciger kompliyansinin azalmasima ve havayolu direncinin artmasina sepeb olur.
Bunun sonucunda akciger fonksiyonu ve gaz aligverisi olumsuz yonde etkilenerek
BPD riski ortaya ¢ikmaktadir (Clyman, 2013). Ayrica PDA ile birlikte pulmoner kan
akiminin artmasi1 mekanik ventilasyon ihtiyacini artirmakta, 16kosit aktivasyonu ve
birikimi ile inflamasyonu uyarmaktadir (Bancalari, 2002). PDA’dan bagimsiz olarak

yasamin erken doneminde asiri sivi alan ve fizyolojik diiirezi geciken RDS’li
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prematiire bebeklerde BPD riskinin yiiksek oldugu gosterilmistir (Spitzer ve ark.,
1981; Van Marter ve ark., 1990).

2.4.6. Genetik Faktorler

BPD gelisiminde genetik yatkinlikla ilgili ¢alismalar yapilmasina ragmen
heniiz kesin bir mekanizma ortaya konmamistir. BPD gelisiminde alveologenezi
etkileyen bliylime faktorleri, sitokinler, reseptorler, ligandlar, transkripsiyon
faktorleri, sinyal molekiilleri ve matrix proteinlerini kodlayan genlerdeki bir
sorundan kaynaklanabilecegi diiginiilmekte ve arastirmalar devam etmektedir
(Pietrzyk ve ark., 2013). Genetik faktorlerden, cinsiyet ve irk farkliliklari, Surfaktan
Protein-B geninde intron4 bdlgesindeki polimorfizm ve Surfaktan Protein-C
genindeki otozomal dominant mutasyonlarin BPD varhigi ile iliskili oldugu

bulunmustur (Hallman ve Haataja, 2003; Makri ve ark., 2002).

2.4.7. Beslenme

Beslenme BPD’nin gelisiminde 6nemli rol alir. Baz1 aragtirmacilar, yenidogan
doneminde beslenme kisitlamasina maruz kalan yenidogan farelerde somatik
biiyiime, akciger hacmi ve kiloda bir diisiis gozlemislerdir (Das, 1984; Kalenga ve
ark., 1995). Ayrica a¢ birakilmis yenidogan si¢anlarda alveol ve akciger i¢ yiizey
alanlarinin toplam sayismin 6nemli Olciide azaldigi gosterilmistir (Frank ve
Groseclose, 1982).

BPD etiyopatogenezinde A vitamini eksikligi de olduk¢a Onemlidir. BPD
gelisen bebeklerde A vitamini seviyeleri daha diisilk bulunmustur (Dani ve Poggi,

2012).

2.5. BPD Tedavi Yontemleri

BPD tedavisinde amag¢ altta yatan major patofizyolojiyi diizeltmektir.
Glinlimiizde BPD tedavisinde kullanilan uygulamalarin  ¢ogu bulgularin
azaltilmasina yonelik olup, hastaligi ortadan kaldirmamaktadir. Uygun mekanik
ventilasyon teknikleri, oksijen tedavisi, vazodilatorler, bronkodilatatorler, diiiretikler,
postnatal steroidler, nitrik oksit ve antioksidan tadavilerinin yaninda beslenme

tizerine de tedaviler kullanilmaktadir. Tedavi yOntemlerinin bazi yan etkileri
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oldugundan, BPD’li bebeklerin tedavi sekilleri hastaligin siddeti ve bireysel
farkliliklar dikkate alinarak belirlenmektedir.

2.5.1. Antenatal Steroid Uygulanmasi

Fetiisiin akciger gelisimi farmakolojik olarak antenatal steroid kullanimi ile
hizlandirilmaktadir. Antenatal steroidler, surfaktan proteinlerinin salinimini,
lipojenik enzim aktivasyonunu, iyon ve su transport proteinleri ile elastin ve diger
pek cok proteinin saliverilmesini uyarir. Ayrica siklik adenozin monofosfat artis1 ile
tip II alveol hiicrelerinin farklilasmasini ve surfaktan lipidleri ile surfaktan protein A
ve B’nin iretimini de uyarir (Gross ve Ballard, 2004).

Erken dogum tehdidi olan gebelere antenatal sreroid uygulamasi sonucunda
bebeklerde RDS siklig1 ve mortalitenin azaldigi ilk kez 1972 yilinda bildirilmistir
(Liggins ve Howie, 1972). Sonraki yillarda RDS’nin 6nlenmesinde steroidlerin
etkinligi ve giivenilirligi lizerinde pek cok calisma yapilmigtir. Ulusal Saglik
Enstitiisii (NIH)’ niin ilk kez 1994 ve en son 2000 yilinda yaymlanan rehberlerinde,
erken dogum tehdidi olan 24. - 34. gebelik haftasindaki gebelere, fetiisiin cinsiyeti,
irk1 ve postnatal surfaktan tedavisi olasiligina bakilmaksizin, dogumdan 6nceki yedi
giin i¢inde, tek kiir antenatal steroid verilmesi 6nerilmistir (NIH, 1994, 2000).

Meta-analizler, antenatal steroid uygulamasinin RDS riskini azalttigini, ancak
bu etkinin, uygulamadan 24 saat sonra baslayip, sonraki yedi giin boyunca etkili
oldugu bildirilmistir. Yine antenatal steroidlerin mortaliteyi azalttigi, tek kiir
uygulamanin maternal veya fetal yan etkiye neden olmadig, intraventrikiiler kanama
ve NEK riskini de azalttig1 gosterilmistir (Crowley, 1995; Roberts ve Dalziel, 2006).

Fetal akciger olgunlasmasi i¢in etken madde olarak deksametazon ve
betametazon kullanilmaktadir. Gozlemsel g¢alismalarda deksametazon kullanilan
gebelerin bebeklerinde kistik periventrikiiler 16komalazi (PVL) riskinin arttig1
gosterilmis olsa da, son yayimnlanan meta-analize gore deksametazon kullanim ile
intraventrikiiler kanamanin daha az oldugu, bu durumda hangi etken maddeyi igeren
steroid preparatinin secgilecegi ile ilgili onerinin yapilamayacag: bildirilmistir (Baud
ve ark., 1999; Brownfoot ve ark., 2008; Jobe ve Soll, 2004).

Antenatal steroid kiiriiniin tekrar1 ile ilgili belirsizlik halen siirmektedir. ilk

kiirden 7 giin sonrasinda, erken dogum riski siiren gebeye tekrarlanan dozlarin,
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dogumdan sonraki ilk haftada RDS riskini azalttigi, ancak bu bebeklerin daha diisiik
dogum agirlig1 ile dogdugu, erken ¢ocukluk doneminde ise herhangi bir faydasinin
olmadig1 bildirilmistir (Crowther ve ark., 2011).

Sonug olarak, Amerikan Kadin Dogum Doktorlar1 Birligi (ACOG)’nin 2011
yili rehberinde antenatal steroid uygulamalart ile ilgili sunlar 6nerilmektedir (ACOG
Committee, 2011):

Kullanilacak steroid preparatlarindan,

-Betametazon (12 mg), intramiiskiiler, 24 saat ara ile iki doz veya

-Deksametazon (6 mg), intramiiskiiler, 12 saat ara ile dort dozda
uygulanmasi,

24. - 34. gebelik haftalarinda, yedi giin icinde erken dogum riski olan
gebelere tek kiir antenatal steroid uygulanmast,

32. gebelik haftasindan 6nce erken membran riiptiirii olan gebelere, RDS
riski, perinatal mortalite ve diger morbiditeleri azaltmak i¢in tek kiir antenatal
steroid uygulanmasi,

3287 gebelik haftasimin altinda, 6nceki steroid kiiriiniin iizerinden iki
haftadan fazla zaman ge¢cmisse ve bir hafta sonrasinda dogumun
gerceklesecegi diisliniiliyorsa, bir kiir daha kurtarici antenatal steroid

uygulanabilecegidir.

2.5.2. Mekanik Ventilasyon

BPD onlenmesi ve tedavisindeki en Onemli uygulama ventilasyon
stratejileridir. Yeterli solunum ¢abasi olmayan ve resiisitasyon ihtiyact olan
prematiire bebeklerde BPD’nin dogum salonunda uygulanan ilk pozitif basingla
basladig1 bilinmektedir. Dogum salonunda mekanik ventilasyon sonucu barotravma,
volutravma, atelektotravma ve surfaktan inaktivasyonunun en aza indirilebilmesi i¢in
Olciilebilen ekspiryum sonu pozitif basing (PEEP) ve CPAP uygulamasi en uygun ve
kanit degeri yliksek yaklasim olarak degerlendirilmektedir (Morley ve ark., 2008).

CPAP uygulamasi diger mekanik ventilasyon tekniklerine gére daha nazik,
daha az invaziv oldugundan BPD’yi azaltabilecegi diisiiniilmektedir (Narendran ve

ark., 2003). Baz1 arastirmacilar Solunum yetersizligi olan prematiire bebeklerde dnce
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ekzojen surfaktan tedavisinin uygulanmasini, daha sonra CPAP ile devam edilmesini
onermektedirler.

PBV  gereken yenidoganlarda oksijen toksisitesini  Onlemek ve
baro/volutravmayi azaltmak i¢in kan gazlar1 monitérize edilerek, hedeflenen kan gazi
degerleri pH 7.25-7.45, PaO> 60-80 mmHg ve PaCO. 45-65 mmHg araliginda
olmalidir (Atic1 ve Ozkan, 2011).

2.5.3. Oksijen tedavisi

Ventilasyon ve perflizyon dengesinin bozulmasma bagli olarak alveolar
hipoksemi sonucu BPD gelismektedir. Akcigerin vaskiiler gelisimi bozularak,
akciger perivaskiiler alanlarin oksijen miktar1 azalir. BPD’li bebeklerde alveolar
hipoksemi sonucu pulmoner arter basinci artar ve pulmoner hipertansiyon, kor
pulmonale ve sag ventrikiil yetmezligi goriiliirken, somatik gelisim ve beyin
gelisiminin yavasladigi bildirilmistir (Nievas ve Chernick, 2002).

Giincel uygulama yontemi nazal kaniil ile bebek uyanikken arteriyel oksijen
satiirasyonu (Sa02) %90-95 arasinda olacak sekilde oksijen verilmesi yoniindedir
(Poets ve Southall, 1994). Eger bebekte klinik ve ekokardiyografik pulmoner
hipertansiyon bulgulart varsa, 0 zaman SaO; %95-96 arasinda olmalidir (Albertine
ve ark., 1999). Oksijen tedavisi kesildikten sonra yeterli kalori alimina ragmen
ilerleyen haftalarda hastanin kilo alimi %20’den daha fazla azaliyor veya duruyorsa,
anlamli intermittan hipokseminin giiclii bir kanit1 olarak diisiiniilmeli ve oksijen

tedavisi yeniden baslatilmalidir (Poets ve Southall, 1994).

2.5.4. Beslenme Tedavisi

Pretermlerde besin yetersizligi akciger gelisimini ve tamir mekanizmalarini
olumsuz etkilemektedir. Yetersiz protein ve enerji alimi, artmis katabolizma,
solunum is yikiiniin fazlaligt ve beslenme intolerans1 gibi enteral beslenme
sorunlarin1 da beraberinde getirmektedir (Dani ve Poggi, 2012). Prematiirelerde
yeterli enerji miktarinin 110-135 kcal/kg/glin olmasi gerektigi bildirilmistir
(Agostoni ve ark., 2010). BPD’li pretermlerde ise enerji ihtiyaci artarak 140-150
kcal/kg/giin olmasi gerektigi vurgulanmistir (Denne, 2001). Preterm bebeklerde
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yeterli biiylimenin saglanabilmesi igin ek besinler, protein ve yag asitleri ile destek
saglanmalidir (Carlo ve Ambalavanan, 2011).

Preterm bebeklerde A vitamini seviyeleri diisiiktiir (Dani ve Poggi, 2012). A
vitamini verilen pretermlerde BPD gelisiminin %17 oraninda azaldigi bildirilmistir
(Kennedy ve ark., 1997). Preterm bebeklere intramuskiiler olarak uygulanan A
vitamini oral olarak verildiginde BPD insidansin1 azaltmada fayda saglamadigi

gosterilmistir (Wardle ve ark., 2001).

2.5.5. Diiiretik Tedavisi

BPD’li pretermlere normal veya fazla miktarda sivi yiiklemesi yapildiginda
bunu tolere etmekte giicliik ¢ekerler. Boyle durumlarda bebeklere kisa siireli ditiretik
tedavisi uygulanarak, sivi yiiklemesi sonucu meydana gelen pulmoner 6dem
azaltilabilir. Klinikte diiiretik olarak kullanilan furosemid 1 mg/kg/doz i.v. olarak
ginde iki kez ya da 2 mg/kg/doz tek seferde oral olarak uygulanmaktadir.
Pretermlerin sivi tedavisinde, sivi ve tuz kisitlamasina gidilmeli, ancak biiyiime i¢in
gerekli enerji ve metabolik ihtiyaglar icin de yeterli miktarda sivi alimi saglanmalidir
(Bancalari, 2011). Uzun siireli diiiretik kullanim: da bazi sikintilart beraberinde
getirmektedir. Fazla diiiretik  kullanimi  sonrasit  hiponatremi, hipokalemi,
hipokalsemi, alkaloz, azotemi, hiperkalsiliri gibi yan etkiler ortaya c¢ikmaktadir

(Carlo ve Ambalavanan, 2011).

2.5.6. Bronkodilator Tedavisi

BPD’li pretermlerde havayolu hiperreaktivitesi ve havayolu diiz kaslarinda
hipertrofi goriilmektedir. Bronkodilatér uygulamasi ile bronsial diiz kas hiicreleri
gevsetilerek hava yolu direnci azaltilabilir. Beta 2 agonistlerden albuterol,
hipertansiyon ve tasikardi gibi yan etkilerine ragmen klinikte siklikla kullanilmakta
ve etkisini 4-6 saat iginde gostermektedir. Antikolinerjik ilag olarak en sik kullanilan
ipratropiyum bromid’dir. Bu iki ilacin birlikte kullanimi, tek baglarina olan
etkilerinden daha etkilidir ve yan etki profili de azdir (Carlo ve Ambalavanan, 2011).
Sistemik kullanilan metilksantinlerden teofilin ve kafein, bronkodilatasyon ile
birlikte solunumun uyarilmasi, hafif diiiretik etki ve antiinflamatuar etkilere de
sahiptir (Millar ve Schmidt, 2004).
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2.5.7. Anti-inflamatuar Tedavi

Postnatal glikokortikoid kullanimi ilk zamanlarda BPD insidansini1 azaltmis
olsa da uzun donemde istenmeyen yan etkiler olusturdugu gerekgesiyle rutin
uygulamadan kalkmistir (Shah ve ark., 2003). BPD tedavisinde sistemik olarak
sadece 3 haftadan sonra ve kisa siireli tedavi seklinde uygulanmasi onerilmektedir.
Neden oldugu norogelisimsel gecikmenin erken ve uzun stireli kullanimdan

kaynaklandig diistiniilmektedir (Tin ve Wiswell, 2008).

2.5.8. Nitrik Oksit Tedavisi

Nitrik oksit (NO) vazodilatasyon 0zelligi ile sistemik kan basincini
diisiirmeden pulmoner damar direncini azaltarak oksijenizasyona katkida bulunur
(Christou ve Brodsky, 2005). Diisiik dozda inhale verildiginde akciger fonksiyonu ve
oksijenizasyon tiizerine akut etkisi bulunmamaktadir. Ancak agir BPD’li
prematiirelerin  oksijenizasyonunu artirarak FiO2 ve ventilasyon ihtiyacim

azaltmaktadir (Carlo ve Ambalavanan, 2011).

2.6. Surfaktan

Yiizey gerilimini biiyiik Ol¢iide azaltan ylizey aktif maddelere surfaktan
(Surface Active Agent) denilmektedir. Surfaktan solunum yollarindaki yiizey
gerilimini azaltan bir lipid protein kompleksidir. Pulmoner surfaktanla ilgili ilk
diisiinceler Avery ve Mead’in RDS’li pretermlerin akciger ekstraklarinda surfaktan
bulamadiklarini bildirmeleriyle baslamistir (Avery ve Mead, 1959). Bu durum
RDS’1i bebeklere disaridan alveolar yiizey gerilimini azaltan maddelerin verilmesine
neden olmustur. Surfaktan ve oOzellikle hayvan kaynakli dogal surfaktanlar bu
donemde kesfedilmistir. Dogal surfaktanla yenidoganda ilk tedavi 1980 yilinda
Fujiwara ve ark. tarafindan uygulanmistir (Fujiwara ve ark., 1980). Isvecli iki
arastirict Cursted ve Robertson 1970°li yillarin sonunda dogal surfaktan elde ederek
1983 yilinda 10 RDS’li bebege uyguladiklarinda olumlu sonug¢ aldiklarimi rapor
etmislerdir (Robertson ve ark., 1992).

Solunumun devam edebilmesi i¢in, her bir nefes alis veriste alveol yiizeyinde

olusan basing farkinin diisiiriilmesi gerekir. Akciger surfaktani her dongiide alveol
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ara yiizeyine kisa slirede adsorbe olarak yiizey gerilimini azaltir ve bdylece
solunumun saglikl bir sekilde gergeklesmesini saglar (Creuwels ve ark., 1997).

Memeli akcigerlerinin i¢ kisminda gaz aligverisi icin gerekli yilizeyi saglayan
alveoller iki tip hiicreden meydana gelirler. Bunlar tip I ve tip II pnomositlerdir. Tip I
pnomositler ince yapida olup alveol ylizeyinin %96’sin1 kaplarlar ve gaz
aligverisinden sorumludurlar. Tip II pnomositler ise Ozellikle surfaktan gibi
fonksiyonel maddeler iireterek alveol ylizeyine salgilarlar, bu sayede sivi-gaz
tabakasi olustururlar.

Hem pulmoner surfaktan hem de elastik ve kollajen dokusal faktorler benzer
etkiler gostererek ekspirasyon sirasinda alveollerin kollabe olmasini engeller ve

inspirasyon sirasinda asir1 genislemeyi 6nler (Bachofen ve ark., 1979).

2.6.1. Surfaktamn Yapisi ve Islevi

Surfaktan lipoprotein yapida bir maddedir. Surfaktan %80-90 lipid, %10-12
protein ve %2 Kkarbonhidrat yapisindadir. Surfaktanin yaklagik yarisini
dipalmitoilfosfatidilkolin (DPPC; lesitin) olusturur ve gorevi yiizey geriliminin
azaltilmasidir. Diger bir icerigi fosfatidil gliserol ise surfaktanin alveoller boyunca
yayilmasin1 ve dagilmasini saglar (Halliday, 2006; 2008; Stevens ve ark. 2007).
Surfaktan proteinleri (SP); SP-A, SP-B, SP-C ve SP-D olmak iizere 4 spesifik

proteinden olusur.

2.6.1.1. Surfaktan Proteinleri

Surfaktanin yapisinda iki tip protein vardir: hidrofilik SP (Surfaktan Protein) -
A ve SP-D; hidrofobik SP-B ve SP-C proteinleri (Haagsman ve Diemel, 2001).
Boyut olarak daha biiylik olan SP-A ve SP-D proteinleri suda c¢oziinebilen
glikoproteinlerdir ve bagisiklik sisteminde gorev almaktadirlar. SP-B ve SP-C
proteinleri ise, daha Kkiigiik boyutta polipeptitlerdir ve yiiksek derecede
hidrofobiktirler.

2.6.1.1.1. Hidrofilik Proteinler

Hidrofilik proteinler olan SP-A ve SP-D, memeli lektinlerinin alt grubu olan

kolektin grubuna aittir.
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SP-A proteini, ylizey geriliminin diistiriilmesinde direk rol almasa da, film
olusumunun ve ylizey aktivitesinin diizenlenmesinde gorev almaktadir (Schiirch ve
ark., 1992). SP-A proteininin en 6nemli gérevi yapisinda akciger yiizey aktif madde
karisimini igeren tiibiiler miyelin yapisinin olusumuna katkida bulunmaktir. SP-A
eksikligi olan farelerde yapilan ¢alismalarda, alveol sivisinda tiibiiler miyelin benzeri
yapilarin goriildiigli ancak bu yapilarin gecici olduklar1 ve stabil olmadiklari
belirlenmistir (Korfhagen ve ark., 1996).

Diger bir protein olan SP-D’ nin sadece bir kism1 (<%10) surfaktan i¢indeki
fosfolipidlere baglidir ve SP-D iiretimi sadece akcigere 6zgii degildir. Bu yiizden tam
olarak surfaktan proteinlerinden sayilmamaktadir (Persson ve ark., 1989). SP-A ile

birlikte bagisiklik sisteminde gorev almaktadir (Creuwels ve ark., 1997).

2.6.1.1.2. Hidrofobik Proteinler
Hidrofobik proteinler SP-B ve SP-C proteinleridir. Her iki protein de
fosfolipidlerin hava-sivi arasi yiizeye tek tabaka halinde adsorbsiyon ve yayilma

hizin1 artirmada onemli roller istlenirler. Yiizey gerilimini diisiirmede SP-B, SP-

C’den daha etkilidir (Curstedt ve ark., 1987; Wang ve ark., 1996).

2.6.1.2. Surfaktan Lipidleri

Akciger ylizey aktif madde karisimindaki lipidlerin biiylik bir kismini
fosfolipidler olusturmaktadir. Bir fosfolipid olan PC’nin toplam lipid karisiminda
kiitlece oran1 %70 - %80’e yakindir ve bu oranin yaklasik yarisim1 doymus bir lipid
olan dipalmitolfosfatidilkolin (DPPC) olusturmaktadir (Perez — Gil ve Serrano,
2006). Lipid karisiminda PC’nin yan1 sira yaklasik %8 — 10 oraninda anyonik olan
fosfatidilgliserol (PG), %3 — 5 oraninda fosfatidiletanolamin (PE), %2 - 3 oraninda
fosfatidillinositol (Pl) ve toplam %2’den daha az miktarda fosfatidilserin (PS),
lizofosfatidilkolin ve sfingomiyelin (SM) bulunmaktadir. Ayrica nétral yapida
bulunan bir lipid olan kolestrol, lipid ylizdesinin 6nemli bir kismin1 olusturmakta ve
dinamik kosullarda surfaktan karisiminin yapisi ve fonksiyonu igin 6nem teskil
etmektedir (Creuwels ve ark., 1997; Frerking ve ark., 2001).

Memelilerde akciger surfaktan karisiminin kiitlece neredeyse 2/3’iinii olusturan

fosfolipidlerin, en baskin ve onemli bileseni DPPC molekiiliidiir. DPPC akciger
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hava—sivi ara yiizeyine hidrofobik zincirleri gaz fazina dogru yonelmis, hidrofilik bas
grubu ise sivi fazda olacak sekilde adsorbe olmaktadir. Bag grubunun gift kutuplu
yapisindan dolayr DPPC amfoterik yapidadir ve net yiikii sifirdir (Frerking ve ark.,
2001).

2.7. CDP-kolin

CDP-kolin veya sitikolin, yapisal olarak riboz, sitozin, pirofosfat ve kolin
gruplarini iceren niikleotid yapida bir bilesiktir. Birbirine difosfat kopriisiiyle bagli
sitidin ve kolin molekiillerinden olugmaktadir (Sekil 2). Molekiil agirhigr 488,32
g/mol olup yiiksek miktarda nem ¢ekmesi ve polar molekiil olmasi nedeniyle kolayca
suda ¢oziinme Ozelligine sahip bir bilesiktir. Viicutta endojen olarak tiretilen CDP-
kolin, hiicre membraninin yapisina katilan fosfolipidlerin sentezi i¢in gereklidir.

MH,

Sekil 2. CDP-kolin’in molekiil yapisi.

2.7.1. CDP-kolin’in Sentezi

CDP-kolin, Kennedy ve Weiss tarafindan 1956’da “Kennedy Yolagi” olarak
tanimlanan, hiicre membraninda kolinden PC yapimina uzanan ii¢ basamakli sentez
yolunun hiz kisitlayici basamaginda bir ara iiriin olarak sentezlenir (Kennedy ve
Weiss, 1956; Weiss, 1995) (Sekil 3).

Kennedy yolagmin birinci basamaginda, kolin kinaz enziminin katalizledigi
geri doniiglii bir reaksiyonla kolin, bir molekiil ATP varliginda fosforile olarak
fosfokoline dontisiir. Kennedy yolagimin hiz kisitlayict basamagi da olan ikinci
basamakta, fosfokolin sitidil transferaz (CCT) enzimi araciligiyla fosfokolin ve
sitidin-5’-trifosfat (CTP) reaksiyona girerek CDP-kolin sentezlenir. Son olarak

liclincli basamakta da 1,2-diagilgliserol kolin fosfotransferaz (CPT) enziminin
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katalizledigi bir reaksiyonla, CDP-kolin’in fosfokolin grubu diagilgliserole
aktarilarak PC sentezi gerceklesir. Endojen CDP-kolin miktarini arttirmaya yonelik
kolin, sitidin, orotik asit gibi 6n tedavilerle ya da dogrudan CDP-kolin verilmesiyle
PC sentezinde artis saglanabilmektedir (Haines ve Tokmakjian, 1987; Lopez-
Coviella ve ark., 1995; Savci ve Wurtman, 1995).

Kennedy yolagi, sentez edilen PC’nin biiyiik bir kismindan sorumlu olsa da,
PC sentezi i¢in tek yol degildir. Bu yolagin disinda PC’nin sentez edilmesinde az da
olsa yer alan ve karacigerde meydana gelen “fosfatidiletanolamin metilasyonu” yolu
ve PS ile PE serin ve etalonamin gruplarinin serbest kolin ile yer degistirmesiyle

meydana gelen “baz degisim yolagi” vardir.

)
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Sekil 3. Kennedy yolagi aracihg: ile CDP-kolin sentezi. ATP: Adenozin trifosfat, CTP: Sitidin
trifosfat, DAG: Diagilgliserol.

2.7.2. CDP-kolin’in Metabolizmasi
Barsak ve karacigerde metabolize olan CDP-kolin viicuda alindiginda hiicre

membraninda bulunan fosfodiesterazlar tarafindan hizla sitidinmonofosfat ve
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fosfokoline hidroliz olur. Bu iki molekiiliin defosforilasyonu sonucu CDP-kolinin
aktif metabolitleri olan sitidin ve kolin olusur (Floridi ve ark., 1981) (Sekil 4).

Sitidin ve kolin hiicre igine alinarak CDP-kolin’in yeniden sentezlenmesini
sagladiklar1 gibi, ayn1 zamanda kendilerine ait etkilere de aracilik ederler.

CDP-kolin’in metabolizmas1 bazi tiirler arasinda farklilik gostermektedir.
Sicanlarda CDP-kolin verilmesi sonrasi dolasimda kolin ve sitidin artarken (Lopez-
Coviella ve ark., 1995), insanlarda ve gerbillerde muhtemelen sitidin deaminaz
enzim aktivitesindeki farklilik nedeniyle, sitidin hizla {iridin’e doniisiir. Bu nedenle
insanlarda ve gerbillerde CDP-kolin verildikten sonra dolagimda sitidin yerine tiridin
artis1 saptanmistir (Cansev ve Wurtman, 2005; Wurtman ve ark., 2000). insanda
sitidin beyinde iiridin fosfata doniistiiriiliir ve daha sonra ndronal seviyede sitidin

trifosfata cevrilir (Secades, 2011) (Sekil 5).

‘ CDP-KOLIN ‘

Sitidinmonofosfat | | Fosfokolin

l defosforilasyon l

Sitidin Kolin ‘
ikleik asitle Fosfokolin Betain
CDP-kolin Metivonin
Fosfatidilkolin Proteinler

Sekil 4. CDP-kolin’in metabolizmasi. CTP: Sitidin trifosfat.
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Sitidin
deaminaz
‘ Uridin ‘ Sitidin

CTP sentaz
UTP CTP

Sekil 5. Insanlarda Sitidin Metabolizmas1. CTP: Sitidin trifosfat, UTP: Uridin trifosfat.

2.7.3. CDP-kolin’in Dagilim

CDP-kolin biiyiik ve polar bir bilesik oldugundan kan-beyin bariyerini gegisi
oldukca zordur ve periferik yoldan verilen dozun yaklasik %0,25’inin beyin
dokusuna gecebildigi gosterilmistir (Galletti ve ark., 1991). Siganlara oral yoldan
verilen *C isaretli CDP-kolin’in biyoyararlaniminin yaklasik olarak %95 oldugu
gosterilmistir (Paroni ve ark., 1985).

Siganlara intravendz (iv) yolla uygulanan *C ve 5- 3H isaretli CDP-kolin’in,
enjeksiyondan sonra ilk 2 dakika i¢inde plazmada %10’undan daha azina
rastlanmistir. Uygulamay takiben 48 saat i¢inde bébreklerden elimine olan kismi 14C
isaretli CDP-kolin i¢in %2,5 iken, 5- ®H isaretli CDP-kolin igin %6,5’tir. Bu sonuglar
CDP-kolin’in hizli bir gekilde dokulara difiize oldugunu ve aktif olarak kullanildigini
gostermektedir. Enjeksiyondan sonraki 0,5., 1., 4. ve 48. saatte beyindeki
radyoaktivite seviyelerine bakildiginda, deney baslangicinda 3H isaretli sitidin
niikleotidlerinin konsantrasyonundaki artis yerini niikleik asitlere birakirken, yine
baslangigta *C isaretli betain, kolin ve fosforilekolin miktarindaki artistan 4 saat
sonra C isaretli niikleik asit, metionin ve fosfolipidlere rastlanmistir. 48 saatin
sonunda radyoaktivitenin fosfolipidlerde ve proteinlerde yogunlastigi gozlenmistir
(De Rosa M ve ark., 1985; Galletti ve ark., 1985). Baska bir calismada *C isaretli
CDP-kolin oral yolla verilerek radyoaktivite izlenmis, 30 dk sonra midede biiyiik
oranda CDP-kolin, barsakta ise daha ¢ok kolin ve sitidin fraksiyonlari oldugu
gosterilmistir (Yashima ve ark., 1975).
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14C ile isaretli CDP-kolin’in kullanildig1 farmakokinetik calismalar CDP-
kolin’in iki fazli bir eliminasyona sahip oldugunu gostermistir. Isaretli CDP-kolin
oral veya intravendz yoldan uygulandiginda, radyoaktivite, iiriner, fekal ve ekspire

olan CO: yoluyla ¢ok yavas elimine edilir (Dinsdale ve ark., 1983).

2.7.4. CDP-kolin’in Metabolitleri

2.7.4.1. Kolin

Yapilan ¢aligmalarda CDP-kolin uygulamas1 sonrasi olusan etkilerin biiyiik
bir kisminin metabolitleri araciligi ile meydana geldigi gosterilmistir. Kolin esansiyel
bir besin maddesi olup balik, yumurta, yerfistigi, bugday gibi besinlerle alinabilir.
Gidalarla alindiginda barsaklardan kolaylikla emilir ve kan-beyin bariyerini
gecebilir. Ozellikle beyin gelisiminde ve hipokampus fonksiyonlarinda énemli rolii
bulunmaktadir (Zeisel, 1997; Zeisel, 2004).

Kolin’in viicuda alindiktan sonraki islevleri ii¢ ana baglik altinda toplanabilir
(Ulus ve Cansev, 2010):

1) Kolin, asetilkolin prekiirsoridiir ve yiiksek dozlarda asetilkolin reseptorleri
ile etkilesime girerek kolinerjik norotransmisyonu uyarici etki gosterir.

2) Kolin, tiim hiicrelerde membranin temel yapi tasi olan PC ve SM gibi
fosfolipidlerin sentezinde kullanilan ¢ok 6nemli bir maddedir.

3) Kolin viicutta en 6nemli metil donériidiir. Metionin ve s-adenosilmetionin
rejenerasyonu igin gerekli metil guruplarinin vericisi olan betaine metabolize olarak
bu goérevini yerine getirmektedir.

Kolin, asetilkolinin hem prekiirsorii hem de yikim {irliniidiir. Dolagimda kolin
miktarmin artmasi, kolin’i beyine tasiyan transport sistemlerinin doyurulmamis
olmasi nedeni ile beyindeki kolin diizeylerini artirir. Beyin kolin konsantrasyonunun
artmasi ise asetilkolin sentezinde artisa ve kolinerjik iletinin giiclenmesine neden
olmaktadir (Blusztajn ve Wurtman, 1983; Cohen ve Wurtman, 1975; Hirsch ve ark.,
1977).

PC akciger dokusundan izole edilen ve surfaktanin yapisinda bulunan baslica
fosfolipiddir (Van Golde, 1976). Normal akciger dokusunda, kolin dolasimdan alinir
ve PC’ ye kolayca dahil edilir (Johnson ve ark. 1979). Kolin eksikligi sirasinda,

kolinin dolasimdaki plazma seviyeleri ve akciger dokusunun kolin igerigi azalirken,

24



tim akciger dokusundaki PC seviyelerinin korundugu bildirilmistir (Yost ve ark.,
1985).

2.7.4.2. Sitidin ve Uridin

Sitidin ve iiridin pirimidin niikleozidleridir. Niikleozidlere eklenen fosfat grubu
ile niikleotid molekiilleri olusur ve bdylece niikleozidler yikilmaktan korunurlar.
Niikleotidler enerji metabolizmasinin 6nemli elemanlaridir, koenzimlerin yapisal
kisimlarin1 olustururlar, metabolik diizenleyici ve sinyal molekiilleri olarak gorev
yaparlar.

Sitidin’in membran fosfolipidlerinden PC sentezi i¢in kolin rezervini artirarak
membran fosfolipid sentezini artirdigi sigan beyin dilimlerinde ve hiicre kiiltiirlerinde
yapilan caligmalarla kanitlanmistir (G-Coviella ve Wurtman, 1992; Savci ve
Wurtman, 1995). Uridin’in de CTP’ye déniiserek CDP-kolin sentezine katildig1 ve
dolayli yoldan membran fosfolipid sentezine katkida bulundugu gosterilmistir

(Richardson ve ark., 2003; Wurtman ve ark., 2000).

2.7.5. CDP-kolin’in Etkileri

CDP-kolin’in hem kendisinin hem de metabolitlerinin asetilkolin sentezi,
kolinerjik sistem aktivasyonu ve membran fosfolipidleri lizerine onemli etkileri
bulunmaktadir. CDP-kolin uygulamasi sonrasinda beyinde PC, PS ve PE gibi 6nemli
membran fosfolipidlerinin sentezinin arttig1 gosterilmistir (Lopez-Coviella ve ark.,
1995). CDP-kolin’in ayrica fosfolipaz A2 enziminin aktivasyonunu inhibe ederek PC
yikimimi azalttigi, boylece membran yapisini korudugu gosterilmistir (Arrigoni ve
ark., 1987).

Bugiine kadar CDP-kolin tedavisini solunum sikintist sendromu olan preterm
bebeklerde degerlendiren iki ¢alisma bulunmaktadir (Colombo ve ark., 1976; Valls i
Soler ve ark., 1988). 7 Giin 100 mg/kg dozda parenteral CDP-kolin uygulamasi
yararli bir etki gostermezken (Valls i Soler ve ark., 1988), 100-200 mg/kg dozda
daha uzun siire uygulandiginda solunum zorlugu ve oksijen gereksiniminin
ciddiyetini azalttig1 bildirilmistir (Colombo ve ark., 1976). Ayrica Cetinkaya ve ark.
yapmis oldugu calismada, yenidogan sicanlara 10 giin siireyle 300 mg/kg dozda
enjekte edilen CDP-kolin tedavisinin akciger histolojisini iyilestirdigi, fibrozisi
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azalttig1, alveolarizasyonu iyilestirdigi, apoptozisi engelledigi ve akciger fosfolipid
miktarlarini artirdig1 gosterilmistir (Cetinkaya ve ark., 2013).

Ekzojen CDP-kolinin plazma ve beyinde kolin ve dolayisi ile asetilkolin
diizeylerini arttirdigir (Dixon ve ark., 1997), bunun sonucunda kolinerjik sistemin
aktivasyonunu degistirdigi (Cavun ve Savci, 2004) bildirilmistir. CDP-kolin’in
kolinerjik sistem aktivasyonu iizerinden kan basincini arttirdigi saptanmistir (Arslan
ve ark., 1991). CDP-kolin kolinerjik sistem iizerinden endokrin sistem iizerine de
etki gostermektedir. CDP-kolin tedavisinin plazma ACTH, TSH, LH ve biiyiime
hormonu (Growth hormon) (Cavun ve Savci, 2004), insiilin ve katekolamin

seviyelerini arttirdig1 gosterilmistir (Cansev, 2003).
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3. GEREC ve YONTEMLER

3.1. Hayvanlar

Calismalara Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu onay1
alindiktan sonra bagland1 (Karar no: 2015-06/04). Gebeligi planlanmis Sprague-
Dawley tiirii siganlar 4 gruba ayrildi. Spontan dogumu takiben yavru sig¢anlar
anneleri ile tutuldu. Sicanlar 12 saat aydinlik - 12 saat karanlik dongiisii olan 1s1

kontrollii (22-24°C) odalarda tutulup, yem ve su alimlari serbest birakildi.

3.2. Hiperoksik Akciger Hasar1 Modeli

Hiperoksik akciger hasari modeli Warner ve ark.’nin ydnteminden uyarlandi
(Warner ve ark., 1998). Yenidogan sicanlar postnatal 1-10. giinler arasinda
pleksiglastan imal edilen kapali alanda (Resim 1) tutulup deney siiresince
hiperoksiye (%85-90 oksijen) maruz birakildi. Oksijen konsantrasyonu giinde {i¢
defa kontrol edildi (MiniOX 3000, Ohio Medical Corporation). Nem orant %80’in
tizerinde tutuldu ve CO soda-lime ile uzaklastirildi. Oda havasinda (normoksi)
(Resim 2) tutulan siganlar ile hiperoksiye maruz birakilan si¢anlar deney siiresince
ayni odada bulunduruldu. Oksijen toksisitesini onlemek i¢in hiperoksi ve normokside
tutulan anne sicanlar 24 saatte bir degistirildi. Yenidogan sicanlar her giin 0,01 gr
hassasliktaki tart1 ile tartildi ve agirliklar1 kaydedildi. Siganlar postnatal 11. giinde
intraperitoneal (i.p.) pentobarbital sodium (200 mg/kg) enjeksiyonu ile 6ldiirtldii.

3.3. Deney Gruplari

3.3.1. Enjeksiyon Yapilan Gebe Sican Gruplar:

e Anne Grup 1 (Kontrol grubu): Gebeligin 17., 18. ve 19. giinlerinde %0,9 serum
fizyolojik (SF) (1 ml/kg) verilen grup.

e Anne Grup 2 (CDP-kolin grubu): Gebeligin 17., 18. ve 19. giinlerinde CDP-kolin
(SF iginde ¢oziilmiis 300 mg/kg) verilen grup.
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e Anne Grup 3 (Steroid grubu): Gebeligin 20. giiniinde betametazon (SF iginde
¢oziilmiis 0,4 mg/kg) verilen grup.

e Anne Grup 4 (CDP-kolin + steroid grubu): Gebeligin 17., 18. ve 19. giinlerinde
CDP-kolin (300 mg/kg) ve 20. giiniinde betametazon (0,4 mg/kg) verilen grup.

Gebe sicanlar dogum yaptiklar1 giin (postnatal 0. giin) her bir gruptaki
yenidogan sicanlardan randomize olarak segilen sicanlar postnatal 1. giinden 11.
giine kadar devam eden deneyde normoksi veya hiperoksiye (%85-90 oksijen) maruz
birakildilar.

Resim 1. Hiperoksik deney diizenegi.

Resim 2. Normokside tutulan hayvanlar
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3.3.2. Yenidogan Deney Gruplari

1- Kontrol Normoksi Grubu (NSF): Kontrol grubu annelerden dogan ve 10 giin
oda havasinda izlenen yenidogan siganlar

2- Kontrol Hiperoksi Grubu (HSF): Kontrol grubu annelerden dogan ve 10 giin
hiperoksiye maruz birakilan yenidogan siganlar

3- CDP-kolin Normoksi Grubu (NCDP): CDP-kolin verilen annelerden dogan
ve 10 giin oda havasinda izlenen yenidogan siganlar

4- CDP-kolin Hiperoksi Grubu (HCDP): CDP-kolin verilen annelerden dogan
ve 10 giin hiperoksiye maruz birakilan yenidogan si¢anlar

5- Betametazon Normoksi Grubu (NBETA): Betametazon verilen annelerden
dogan ve 10 giin oda havasinda izlenen yenidogan sicanlar

6- Betametazon Hiperoksi Grubu (HBETA): Betametazon verilen annelerden
dogan ve 10 giin hiperoksiye maruz birakilan yenidogan si¢anlar

7- CDP-kolin + Betametazon Normoksi Grubu (NKOMBO): CDP-kolin ve
betametazon verilen annelerden dogan ve 10 giin oda havasinda izlenen yenidogan
siganlar

8- CDP-kolin + Betametazon Hiperoksi Grubu (HKOMBO): CDP-kolin ve
betametazon verilen annelerden dogan ve 10 giin hiperoksiye maruz birakilan

yenidogan sicanlar
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3.4. Tla¢larin Uygulanmasi

Caligmamizda gebeligi planlanmis deney hayvanlarina, gebeligin 17., 18. ve
19. giinlerinde SF (1 ml/kg) ya da SF iginde ¢6zdiiriilen 1 ml/kg voliimde CDP-kolin
(300 mg/kg) giinde 1 kez i.p. olarak enjekte edildi. Betametazon (Celestone
Chronodose) 1 ml/kg voliimde 0,4 mg/kg dozda olacak sekilde SF iginde diliie
edilerek gebeligin 20. giiniinde siganlardaki yarilanma omrii g6z 6niine alinarak ayni

giin icinde 8 saat arayla 2 kez subkutan olarak enjekte edildi.

3.5. Fosfolipid Analizi

Akciger homojenatlarindan fosfolipid ekstraksiyonu Folch metoduna gore
(Folch ve ark., 1957), dl¢timler ise Lopez-Coviella ve ark.’nin 6lglim yontemine gore
yapild1 (Lopez-Coviella ve ark., 1995). Kisaca, akciger dokular1 4 ml soguk PBS
icinde homojenize edildikten sonra homojenattan 2 ml alinip tizerine 2 ml kloroform-
metanol (2:1 v/v) karisimi ve 1 ml distile su eklendikten sonra iyice vortekslendi.
Karisim bir gece boyunca +4°C’de bekletildi. Ornekler santrifiij edilip (10 dk,
1000xg, +4°C) organik faz (alt) ve sulu faz (iist) olmak iizere iki faza ayrildi. Ust faz
aspire edilip, organik fazdan total fosfolipid ve fosfolipid fraksiyonlarindan PC
Ol¢iimii i¢in sirastyla 300 pl ve 1200 pl alind:.

Total fosfolipid analizi i¢in alinan 300 pl 6rnegin kloroform-metanol ¢oziiciisii
uguruldu ve kuruyan orneklerin {izerine 100 pl %70’ lik HCIO4 eklendi. Agik
kahverengi renk alan 6rnekler 150°C’de cam tiiplerin iizeri bilye ile kapatilarak 1,5
saat, renkleri berraklasana kadar kaynatildi. KH>POs standartlarn 1 mM
konsantrasyonda hazirlanip cam tiiplere 10, 20, 50, 100, 200 pl pipetlendi ve total
voliim distile su ile 200 pl’ye tamamlandi. Ornek ve standartlarin voliimlerini
esitlemek icin, orneklerin lizerine 200 pl distile su, standartlarin tizerine 100 pl
HCIO4 eklendi. Biitiin tiiplere 1 ml distile su, 200 pl %5’lik amonyum molibdat ve
300 ul %15°1ik askorbik asit ¢ozeltisi eklenerek 30 dk inkiibe ettikten sonra
spektrofotometre ile 790 nm’de dl¢iim yapildi.

Fosfolipid fraksiyonlarindan PC analizi i¢in ince tabaka kromatografisi
yontemi kullanildi. 1200 pl 6rnegin kloroform-metanol ¢oziiciisii u¢urulduktan
sonra, kuruyan Ornegin tizerine 40 pl metanol ecklenerek ¢6ziinene kadar

vortekslendi. Ornekler ve PC standardi iizeri silika kapli TLC plakalara, alt
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kismindan 2 cm bosluk kalacak sekilde tatbik edildi. Silika kapli TLC plakalar,
kloroform/etanol/trietilamin /deiyonize su (30:34:30:8) karisimi bulunan tanklarda 2
saat bekletilerek Orneklerin yiirlimesi saglandi. Yiriitme islemi bittikten sonra
plakalarin tizerine %0,1 difenilheksatrien iceren petrolium eter, spray ile sikilarak
UV altinda fraksiyonlarin goriilmesi saglandi. PC standardina karsilik gelen bantlar,
plaka iizerindeki silika kazinarak cam tiiplere alind1. Uzerlerine 1 ml metanol kondu
ve lipidlerin metanole ge¢mesi i¢in 30 dk beklendi. Kisa bir santrifiijden sonra 750
ul’si alinip kurutuldu. Her 6rnekteki PC miktari, total fosfolipid Sl¢iimii ile ayni
sekilde olciildii.

3.6. Western-Blot Protokolii

Postnatal 11. giinde torakotomi sonras1 yavru siganlarin her iki akcigeri eksize
edilerek -80°C’de saklandi. Analiz yapilacagi giin tiim dokular ¢ikarilarak 4 ml
soguk PBS igerisinde homojenize edildi. Homojenatlar 5 dk 10.000 rpm’de santrifiij
edilerek siipernatant alindi1 ve analizler burada gergeklestirildi. Tiim 6rneklerin total
protein miktar1 Lowry yontemine (Lowry ve ark., 1951) gore analiz edildikten sonra
1:1 oraninda Laemmli tamponu (Laemmli, 1970) ile karigtirilarak 5 dk 100°C’de
kaynatildi. Her ornekte esit miktarda protein olacak sekilde yilikleme voliimleri
hesaplandi ve Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE;
%4-20; Mini Protean Il, Bio-Rad, Hercules, CA, ABD) yontemiyle ornekler
yiriitiildii. Yiiriitme asamasindan sonra jeldeki proteinler poliviniliden floriir (PVDF)
membranlara (Millipore, Billerica, MA, ABD) transfer edildi. Membranlar tris
tamponu ve tween 20 (TBST) i¢inde ¢ozdiiriilmiis %5 yagsiz siit tozu (Carnation,
Glendale, CA, ABD) ¢ozeltisi ile 30 dk bloke edildi. Membranlar bloke edildikten
sonra TBST ile yikandi. Analiz edilecek proteinlerin molekiil agirliklart birbirine
yakin olmadigi i¢cin membranlar uygun yerden kesilerek primer antikorlar ile gece
boyu inkiibe edildi. Primer antikor olarak anti-tavsan-BAX ve pozitif kontrol anti-
fare-B-Actin (1:1000, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, ABD) kullanildi.
Gece boyu inkiibasyondan sonra, membranlar TBST ile yikanip HRP (Horse radish
peroksidaz) ile baglanmis tavsan anti 1gG ve fare anti IgG ikinci antikorlar (1:5000,
Cell Signaling Technology, Danvers, MA, ABD) ile 1 saat inkiibe edildi.

Membranlar tekrar TBST ile yikanip giliglendirilmis kemiliiminesans soliisyonu
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(Millipore, Billerica, MA, ABD) ile inkiibe edilerek Licor CDigit tarayicist (LI-COR
Biotechnology, Lincoln, NE, ABD) ile protein bantlar1 dijital olarak gorsel hale
getirildi ve gorintiiler analiz edildi. Bantlarin dansitesi Licor CDigit sisteminin

yazilimi kullanilarak karsilagtirildi.

3.7. Doku Hazirhg:

Postnatal 11. giinde torakotomi yapilarak her iki akciger ve kalp goriiniir hale
getirildi. Akcigerler 6nce SF ve sonra %4 paraformaldehit (PFA) iceren 0,1 mol/l
PBS (Phosphate buffer saline) ile 5 cmH20 sabit basingta perfiize edildi. Akcigerler
tespit icin PFA soliisyonu igerisinde 1 giin bekletildikten sonra kriyoprotektan
%30’luk siikroz ¢ozeltisine alinarak dokularin dibe inmesi beklendi. Siikroz
icerisinden alinan sol akciger kullanilarak kryostat ile 10 mikron kalinliginda kesitler

alindi. Preparatlar hematoksilen-eozin ile boyanarak 1sik mikroskobunda incelendi.

3.7.1. Radial Alveolar Sayim

Alveolar gelisimin degerlendirilmesi igin kesitlerden alinan dijital goriintiiler
tizerinde alveolar sayim yapildi. Respiratuar bronsiyoliin merkezinden en yakin bag
dokusu septumuna dogru ve epitele dik olacak sekilde bir ¢izgi ¢izildi. Bu ¢izginin
gectigi alveoller sayildi.

3.8. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz i¢in SigmaPlot (versiyon 12.5) programi kullanildi.
Istatistiksel degerlendirmeler icin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve takiben
post-hoc Tukey testi kullanildi. Elde edilen veriler ortalama + standart hata seklinde

verildi. Istatistiksel anlamlilig1 yansitan p degeri <0,05 segildi.
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4. BULGULAR

4.1. Yenidogan Sican Agirhiklar:

Gruplar arasinda, ortalama dogum agirliklart agisindan farklihik yoktu
(p>0,05). Deney sonunda hayvan agirliklarina bakildiginda hiperoksiye maruz
birakilan hayvanlarin agirliklari, normokside tutulanlara gore anlamli sekilde daha

distktii.
Tablo 3. Deney gruplarinin deney 6ncesi ve sonrasi ortalama agirliklari
NSF NBETA NCDP NKOMBO HSF HBETA HCDP | HKOMBO
Agirhik (gr)
=12 =12 =12 =12 n=12 =12 n=12 n=12
P1
591 630 601 6,06 6,08 612 6,00 581

Ort
P11

17,03 18,09 18,49 17,63 12,12** 13,9471 14,1241 13,83%887
Ort

"p<0,001 NSF grubuna gore; *#p<0,001 NBETA grubuna gore; ***p<0,001 NCDP grubuna gére; ***p<0,001 NKOMBO
grubuna gore; 'p<0,05 "p<0,01 HSF grubuna gore.

4.2. Fosfolipid Analizi Sonuglar:

4.2.1. Total Fosfolipid Analizi Sonuc¢lari

Akciger doku homojenatinda olgiilen total fosfolipid miktar1 gruplar arasinda
karsilastirildiginda (Sekil 7);

Normoksi SF grubuna gore diger normoksi gruplari i¢erisinde sadece normoksi
kombine grubunda total fosfolipid miktar1 anlaml sekilde artmis bulundu.

Normoksi SF grubuna gore hiperoksi SF grubunda total fosfolipid miktari

anlaml bir sekilde azalmis bulundu.
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Hiperoksi SF grubuna gore hiperoksi betametazon, hiperoksi CDP-kolin ve
hiperoksi kombine gruplarindaki total fosfolipid miktar1 anlamli sekilde artmis
bulundu.

Hiperoksi betametazon grubuna gore karsilastirma yapildiginda hiperoksi
kombine grubunda total fosfolipid miktarinin anlamli olarak daha fazla oldugu
bulundu.

Hiperoksi CDP-kolin grubuna goére karsilastirma yapildiginda ise hiperoksi
betametazon ve hiperoksi kombine gruplarinda total fosfolipid miktarinin anlamli

olarak daha fazla oldugu bulundu.

300

+++

5 (e

B Betametazon
N BB/ CDP-kolin
250 1 B Kombine
++

200

150 4

Total Fosfolipid
(nmol/ug protein)

100 +

50 4

NORMOKSI HIPEROKSI

Sekil 7. Akciger homojenatlarinda &lgiilen total fosfolipid miktar1 (nmol/mg protein) “p<0,01
"™ p<0,001 NSF grubuna gore; *¥p<0,001 HSF grubuna gore; **¥p<0,001 HBETA gubuna gore;
***p<0,001 HCDP grubuna gore. Her grupta n=6 (ortalama deger+standart hata).

4.2.2. Fosfolipid Fraksiyonlarindan PC Analizi Sonuclari

Akciger homojenatlarindan elde edilen fosfolipidlerin bir fraksiyonu olan PC
miktart gruplar arasinda karsilastirildiginda (Sekil 8);

Normoksi SF grubuna gore diger normoksi gruplari i¢erisinde sadece normoksi

kombine grubunda PC miktar1 anlamli sekilde artmis bulundu.
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Normoksi SF grubuna gore hiperoksi SF grubunda PC miktar1 anlamli bir
sekilde azalmis bulundu.

Hiperoksi SF grubuna gore hiperoksi betametazon, hiperoksi CDP-kolin ve
hiperoksi kombine gruplarindaki PC miktar1 anlamli sekilde artmis bulundu.

Hiperoksi betametazon grubuna gore karsilastirma yapildiginda, hiperoksi
kombine grubunda PC miktarinin anlamli olarak daha fazla oldugu bulundu.

Hiperoksi CDP-kolin grubuna goére karsilastirma yapildiginda ise hiperoksi

betametazon ve hiperoksi kombine gruplarinda PC miktar1 anlamli sekilde artmis

bulundu.
140
4+
$8$ I s
HHt# Bl Bctametazon
120 Bl CDP-kolin
B Kombine
100
£ 5 80
= &
= o

60 -

(nmol/m

40

20 H

NORMOKSI HIPEROKSI

Sekil 8. Akciger homojenatlarmda &lgiilen PC miktar1 (nmol/mg protein) "p<0,05 "p<0,001 NSF
grubuna gére; *#p<0,001 HSF grubuna gére; ¥%p<0,001 HBETA gubuna gore; ***p<0,001 HCDP

grubuna gore. Her grupta n=6 (ortalama deger+standart hata).

4.3. Western Blot Sonuclar:
Bax/pB-Aktin protein orani, Bax ve [B-Aktin protein bantlarinin ortalama
dansitelerinin yiizdesi olarak oranlanip NSF grubundaki hayvanlara gore yiizde

degisim hesaplandiginda (Sekil 9);
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llag uygulanan normoksi gruplarmin Bax/B-Aktin protein diizeylerinin
normoksi SF grubuna gore anlamli olmadig1 bulundu.

Hiperoksi gruplari normoksi SF grubu ile karsilastirildiginda, hiperoksi SF,
hiperoksi betametazon ve hiperoksi CDP-kolin gruplarinda Bax/B-Aktin protein
diizeylerinin anlamli bir sekilde arttig1 gézlendi.

Hiperoksi SF grubuna gore karsilastirma yapildiginda, Bax/p-Aktin protein
diizeyleri bakimindan hiperoksi betametazon grubunda anlamlilik bulunmazken,
hiperoksi CDP-kolin ve hiperoksi kombine gruplarinda Bax/B-Aktin protein
diizeylerinin anlamli bir sekilde diistiigii bulundu.

Hiperoksi betametazon grubuna gore Bax/B-Aktin protein diizeyleri, hiperoksi
kombine grubunda anlamli sekilde azalmis bulundu.

Hiperoksi CDP-kolin grubuna gére Bax/B-Aktin protein diizeyleri, hiperoksi

kombine grubunda anlamli sekilde azalmis bulundu.

180 =
[ sF

B Betametazon
B8 CDP-kolin

AN Kombine

160 A

140

100 +

80 o

Bax / B-Aktin orani
(% kontrol)

60 4

40 A

20 A

NORMOKSI HIPEROKSI

Sekil 9. Bax/B-Aktin protein oranimin NSF grubuna gore yiizde degisim oram™ " p<0,001 NSF grubuna
gore; #¥p<0,001 HSF grubuna gore; **¥p<0,001 HBETA gubuna gore; **p<0,01 HCDP grubuna gére.
Her grupta n=6 (ortalama deger+standart hata).

36



(8] O
® Q
TR v N N

& & 9‘9 & ® ® ‘\*9 oF

Bax

Sekil 10. Western-blot sonucunda elde edilen protein bantlarinin temsili goriintiisti.

4.4. Radial Alveolar Sayim Sonuclari

Intakt alveol sayisini yansitan ortalama radial alveolar sayim ornegi Sekil
11°de gosterilmistir (Sekil 12);

Normoksi SF grubuna gore hiperoksi SF grubunda intakt alveol sayis1 anlamli
olarak diistik bulundu.

Hiperoksi SF grubuyla karsilastirildiginda, hiperoksi betametazon grubunda
anlamlilik gozlenmezken, hiperoksi CDP-kolin ve hiperoksi kombine gruplarinda
intakt alveol sayist anlamli olarak artmis bulundu.

Hiperoksi betametazon grubuyla karsilagtirildiginda, hiperoksi CDP-kolin ve

hiperoksi kombine gruplarinda intakt alveol sayis1 anlamli olarak artmis bulundu.

Sekil 11. Radial alveolar sayim 6rnegi. Respiratuar bronsiyoliin merkezinden en yakin bag dokusu
septumuna dogru ve epitele dik olacak sekilde bir ¢izgi ¢izildi. Bu ¢izginin gectigi alveoller sayildi.
(Radial alveolar say1: 9)
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NORMOKSI

HiIPEROKSI

SF BETAMETAZON CDP-kolin KOMBINE
7= ; ; 5 s =Y -
’ / 3 , 4 § \

Sekil 12. Temsili akciger dokusu morfolojik goriintiileri.

Ortalama Radial Alveolar Sayim

Sekil 13. Ortalama radial alveolar sayim ““p<0,001 NSF grubuna gére; ##p<0,001 HSF grubuna

10 5

B sF

B Betametazon
B8 CDP-kolin
B Kombine

HIPEROKSI

NORMOKSI

gore; ¥¥p<0,001 HBETA gubuna gore. Her grupta n=6 (ortalama deger+standart hata).
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5. TARTISMA ve SONUC

Preterm infantlarin akcigerleri resusitasyon, mekanik ventilasyon, oksijen
tedavisi ve surfaktan eksikligi gibi nedenlerle hasar gérmeye ¢ok yatkindir (Jobe ve
Ikegami, 1998). BPD, genislemis alveollere yol acan azalmis alveolar ve vaskiiler
akciger gelisimi ile karakterize olup inflamasyon, pithtilasma bozukluklari, fibrinoliz,
oksidatif stres ve sonraki dénemlerde pulmoner hipertansiyon ile komplike olur
(Jobe ve lkegami, 1998). Deney hayvanlarinda hiperoksiye neonatal maruziyet
prematiir infantlardaki BPD’yi taklit eden ilerleyici akciger hastaligina yol agar
(Warner ve ark., 1998). Bu nedenle ¢alismamizda yenidogan si¢anlar hiperoksik
akciger hasarina maruz birakilarak prematiir infantlardaki BPD deneysel olarak taklit
edilmeye ¢alisilmistir.

Bugiine kadar CDP-kolin tedavisini solunum sikintist sendromu olan preterm
bebeklerde degerlendiren iki ¢alisma bulunmaktadir (Colombo ve ark., 1976; Valls i
Soler ve ark., 1988). 7 Giin 100 mg/kg dozda parenteral CDP-kolin uygulamasi
yararl bir etki gostermezken (Valls i Soler ve ark., 1988), 100-200 mg/kg dozda
daha uzun siire uygulandiginda solunum zorlugu ve oksijen gereksiniminin
ciddiyetini azalttig1 bildirilmistir (Colombo ve ark., 1976). Ayrica Cetinkaya ve ark.
yapmis oldugu ¢alismada, yenidogan si¢anlara 10 giin siireyle 300 mg/kg dozda
enjekte edilen CDP-kolin tedavisinin akciger histolojisini iyilestirdigi, fibrozisi
azalttigl, alveolarizasyonu iyilestirdigi, apoptozisi engelledigi ve akciger fosfolipid
miktarlarini1 artirdig1 gosterilmistir (Cetinkaya ve ark., 2013). Bahsedilen ¢aligmalar
baz alinarak karar verilen CDP-kolin dozunun hiperoksik akciger hasarina karsi
yararli etkileri bu caligmalar1 destekler niteliktedir ve BPD'li yenidoganlarda
uygulanabilirligini 6nerebilir.

Prematiir infantlarda BPD olusumuna katkis1 oldugu bilinen oksijen toksisitesi
(Gien ve Kinsella, 2011) membran lipidlerinin peroksidasyonu ve hidroksil

radikallerin olusumuna yol agar. Proinflamatuar sitokinler fosfolipaz A ve fosfolipaz
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C’yi aktive ederek fosfatidilkolin’in yikimina yol acarlar (Adibhatla ve Hatcher,
2005). Fosfolipaz A: ile fosfatidilkolin’in hidrolizi CTP-fosfokolin sitidililtransferaz
enzimini inhibe eden lizo-fosfatidilkolin agiga ¢ikmasina neden olur. CDP-Kkolin ise
oksidatif stres mekanizmalarina karsi koyarak membran hasarini azalttig1 bilinen bir
molekiildiir (Adibhatla ve Hatcher, 2005). Buna ilaveten CDP-kolin uygulamasi
fosfolipid sentezini arttirict etkinlige sahiptir (Lopez-Coviella ve ark., 1995).
Calismamizda CDP-kolin’in akciger fosfolipid diizeylerini arttirict  etkisi
muhtemelen bu iki etkinligi ile iliskilidir. Benzer etkinliklere steroidlerin de sahip
oldugu onceki galismalarda gosterilmistir. Ornegin, steroidler antenatal dénemde
verildiklerinde yenidogan akciger dokusundaki Fosfolipaz A» enzim aktivitesini
inhibe ederler (Remesal ve ark., 2016). Ayrica steroidler CTP-fosfokolin
sitidililtransferaz enziminin aktivitesini arttirmak suretiyle fosfolipid sentezini
uyarmaktadir (Hogan ve ark., 1996). Bu bilgiler 1s18inda bizim c¢alismamizda da
prenatal olarak uygulanan CDP-kolin ve betametazon hem total fosfolipid hem de
fosfatidilkolin diizeylerini arttirmistir.

Hiperoksik hasarin akcigerde programli hiicre 6liimiinii (apoptozis) uyardigi ve
bu durumun BPD hasarina katkida bulunan en onemli unsurlar arasinda oldugu
bildirilmistir (Bland ve ark., 2008). Bu anlamda apoptotik belirteclerin incelenmesi
tedavi etkinligini degerlendirmek acgisindan Onemlidir. Calismamizda apoptotik
belirte¢ olarak bax proteininin diizeyleri incelenmistir. Bax diizeyleri CDP-kolin
uygulamas: ile anlamli olarak azalirken betametazon tedavisinin bax diizeyleri
tizerine istatistiksel anlamlilik icermeyen sadece kisith bir miktar etkisi olmustur.
Boylece betametazonun fosfolipid diizeylerini arttirmasina ragmen apoptotik siirece
etkisinin bulunmadigi o6ne siiriilebilir. Bu bulgularin yani sira kombine olarak
kullanilan CDP-kolin ve betametazonun tedavisi, CDP-kolin’in tek basmna olan
etkisine gore daha kuvvetli bir etki gostermis olup hiperoksik akciger hasarinda artan
ve apoptotik silirecin belirteci olan bax proteinini hemen hemen normal diizeylerine
geri indirmistir.

Yapilan hayvan c¢alismalari, yenidogan doneminde hiperoksiye maruz
kalmanin BPD'li bebeklerde goriilen histolojiye benzer sekilde akcigerde yapisal
degisikliklere neden oldugunu gostermistir (Wilson ve ark., 1985). Hiperoksiden

sonra akciger histolojisi, distal akcigerin azalmis alveol sayisi, vaskiiler bliylimesi ve
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basitlesmis alveol yapisi ile karakterizedir (Roberts ve ark., 1983; Warner ve ark.,
1988; Wilson ve ark., 1985). Calismamizda hiperoksi sonucu alveolar septasyon
azalmig, distal hava bosluklar1 genislemis ve basitlesmis alveolar yapilar ortaya
cikmistir. CDP-kolin tedavisi distal akciger histolojisini diizelterek daha kiiciik ve
¢ok sayida alveol olusumuna katki saglamistir. Radial alveolar sayim sonuglarina
gore hiperoksi sonucu azalmis intakt alveol sayisi betametazon tedavisi ile
degismemistir. Yapilan hayvan ¢alismalarinda, glukokortikoidlerin alveolarizasyonu
azaltarak daha biliyiik ve basitlesmis alveol yapilarina neden oldugu bildirilmistir
(Corroyer ve ark., 2002; Grier ve Halliday, 2004). CDP-kolin ve betametazonun
kombine tedavisinin alveolarizasyonu diizelttigi ancak bu etkinin CDP-kolin’in tek
basina olan etkisine gore anlamli olmadigi bulunmustur. Bu bulgular betametazon
uygulamasinin akciger alveolarizasyonunu iyilestirici bir etkisinin olmadigina isaret
ederek, onceki ¢alismalar1 desteklemektedir.

Preterm fetal akcigerlerin olgunlagsmasimni saglamak i¢in 30 yildan beri
antenatal glukokortikoidler kullanilmistir. Pulmoner surfaktan sisteminin uyarilmasi,
antenatal glukokortikoidlerin en Onemli etkisi olarak kabul edilmistir. Bununla
birlikte, bu ilaglar cok sayida genin ekspresyonunu degistirdigi i¢in akcigerin
olgunlagsmasini bagka yollarla da etkilerler. Antioksidan enzim {iretimi, akciger sivisi
emilimi ve alveolar gelisim, perinatal donemde uygulanan glukokortikoidlerden
etkilenir. Glukokortikoidlerin, surfaktan proteinleri, yag asidi sentezi, epitelyal
sodyum kanali ve membran proteini sodyum / potasyum ATPaz, katalaz, glutatyon
peroksidaz ve iki siiperoksit dismutaz igeren birka¢ antioksidan enzim sentezi ile
iligkili genleri indiikledigine dair kanitlar vardir (Bolt ve ark., 2001; Chalaka ve ark.,
1999; van der Velden, 1998). Glukokortikoidler ayrica, alveolarizasyonu inhibe
edebilen ve anormal derecede biiyiikk alveollere yol acabilen vaskiiler endotel
biiyiime faktorii ekspresyonunu arttirir (Grier ve Halliday, 2004). Hem antenatal hem
de postnatal glukokortikoidlerin kullanim1 son on yilda artmistir. Bununla birlikte,
glukokortikoidlerin olasi uzun vadeli etkileri ile ilgili endiseler ortaya ¢iktik¢a, BPD
tedavisinde daha spesifik ajanlarin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Calismamizda gebelik sirasinda uygulanan CDP-kolin tedavisinin dogum
sonrasi 10 giin boyunca hiperoksiye maruz birakilmis yenidogan si¢anlarda akciger

hasarmin azaltilmasina yonelik etkinligi incelenmistir. Sonuglarimiz gebelikte
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verilen CDP-kolin tedavisinin hiperoksik akciger hasarli yenidogan siganlarda total
fosfolipid ve fosfatidilkolin diizeylerini arttirdigini ve apoptotik bir belirte¢ olan Bax
proteininin diizeylerini azalttigin1 gostermektedir. Ayrica ¢alismamizda CDP-kolin
tedavisinin yenidogan siganlarda akciger histolojisini diizelterek, hiperoksi sonucu
bozulmus alveolarizasyonu artirdig1 gosterilmistir. Her bir etki istatistiksel anlamlilik
arz etmektedir. Caligmada ayrica pozitif kontrol olarak kullanilan steroid
(betametazon) tedavisinin fosfolipid diizeylerini arttiric1 etkinligi dogrulanmustir.
Ancak betametazon tedavisi ile apoptotik bax protein diizeyleri hiperoksik hasarli
yenidoganlarda azalma egilimi gostermis olsa da istatistiksel olarak anlamli bir etki
gbzlenmemistir. Ayrica betametazon tedavisi histolojik degerlendirmede hiperoksik
akciger hasarinin neden oldugu azalmis alveolarizasyon iizerine anlamli bir etki
gostermemistir. Betametazon ile CDP-kolin kombinasyonu ise bu tedavilerin tek
baslarma kullanilmalarina kiyasla hem fosfolipid diizeyleri hem de apoptozis iizerine
daha giiclii etkinlik gostermistir. Sonuglarimiz literatiirde ilk kez gdzlenmis bulgulari
icermektedir ve klinikte BPD tedavisinde prenatal donemde kullanilan steroidlere ek
olarak CDP-kolin uygulamasinin daha yararli sonuglar ortaya ¢ikarabilecegine isaret
etmektedir.

Bu bulgular ¢alismamizin amaci olan prenatal CDP-kolin uygulamasinin
hiperoksik akciger hasarina maruz birakilan yenidoganlarda hasarin azaltilmasi ve
akciger doku biitiinligiiniin  korunmas1 anlaminda faydali olabilecegini
diistindiirmektedir. Buna ilaveten, CDP-kolin tedavisi klinikte kullanilan
betametazon gibi bir steroid ile kombine edildiginde, fosfolipid diizeylerini arttiric
ve apoptotik hiicre 6liimiinii baskilayici etkinligi ¢ok daha artmaktadir. Calismamizin
sonuglar1 klinikte BPD hasarinin tedavisi igin steroidlere ilaveten CDP-kolin
uygulanmasinin akciger hasarimi azaltarak doku maturasyonunu arttirabilecegini

diistindiirmektedir.
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7. SIMGELER ve KISALTMALAR

ACTH: Adrenokortikotropik hormon
ADDA: Asirt diisiik dogum agirlikli

ATP: Adenozin trifosfat

BPD: Bronkopulmoner Displazi

CCT: Fosfokolin sitidil transferaz

CDDA: Cok diistik dogum agirlikli
CDP-kolin: Sitidin 5-difosfokolin

CO»: Karbondioksit

CPT: 1,2 diagilgliserol kolin fosfotransferaz
CTP: Sitidin trifosfat

DAG: Diagilgliserol

DDA: Diisiik dogim agirlikli

GH: Gestasyon haftasi

i.p: Intraperitoneal

i.v: Intravenoz

LH: Luteinizan hormon

NCPAP: Nazal pozitif hava yolu basinci
NHLB: National Heart, Lung and Blood Institute
NICHD: National Institute of Child Health and Human Development
O2: Oksijen

ORD: Office of Rare Disease

PBV: Pozitif basingli ventilasyon

PC: Fosfatidilkolin

PDA: Patent duktus arteriozus

PE: Fosfatidiletanolamin

PEEP: Ekspiryum sonu pozitif basing

PM: Postmenstriiel

PS: Fosfatidilserin

PVDF: Poliviniliden floriir

RDS: Respiratuar Distress Sendorumu
SDS-PAGE: Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid
SF: Serum fizyolojik

SM: Sfingomiyelin

TBST: Tris tamponlu salin ve tween 20
TGFf: Transforming growth factor beta
TNFa: Tumor necrosis factor alfa

TSH: Tiroid stimulan hormon

VEGF: Vascular endothelial growth factor
ul: Mikrolitre
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8. TESEKKUR

Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali’nda yiiksek lisans egitimim boyunca gerekli
tiim yardim, tavsiye ve yonlendirmeleri yapan, destek ve katkilarini esirgemeyen ve
Ogrencisi olmaktan gurur duydugum tez danismanim Prof. Dr. Mehmet CANSEV
hocama;

Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali Baskan1 Prof. Dr. Sinan CAVUN ve kiymetli
hocalarim Prof. Dr. R. Levent BUYUKUYSAL, Prof. Dr. Vahide SAVCI, Prof. Dr.
Mine Sibel GURUN, Prof. Dr. Gokhan GOKTALAY ve Prof. Dr. M. Sertag
YILMAZ a;

Her konuda destegini ve bilgisini esirgemeyen, bilime ve hayata dair ¢ok sey
ogrendigim Kimyager Sami AYDIN’a;

Anabilim dalimizin degerli ¢alisanlarina;

Tez ¢alismamin bir kismini yiiriittiiglim Fizyoloji Anabilim Dali’nda destegini
eksik etmeyen Prof. Dr. Tiilin Alkan hocama;

Birlikte ¢aligmaktan keyif aldigim, caligmalarimda yardimlar: ve dostluklariyla
yanimda olan ¢alisma arkadaslarim Ars. Gor. Dr. Aysen CAKIR, Ars. Gor. Biisra
OCALAN, Ars. Gor. Dr. Berna SALMAN ve Ars. Gor. Dr. Giilece SEVDAR
CECEN’e;

Her zaman yanimda hissettigim, her konuda beni destekleyen esim Cemil
Kog¢’a ve hayatimin her alaninda yanimda olan, bana gii¢ veren ve motive eden
aileme ve bana destegini esirgemeyen herkese tesekkiir ederim.

Bu tez ¢aligmasi1 Bursa Uludag Univeristesi Bilimsel Arastirma Projeleri birimi
tarafindan desteklenmistir (Destek No: KUAP (T)-2016/23).
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9. OZGECMIS

22 Subat 1987 tarihinde Tekirdag’da dogdum. Lise 6grenimimi 2001-2005
yillar1 arasinda Tekirdag Tuglacilar Lisesi’nde, lisans egitimimi 2006-2011 yillari
arasinda Uludag Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii’nde
tamamladim. Uludag Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dali
Molekiiler Biyoloji Bilim Dali’'nda ilk yiiksek lisansimi ‘Arpanin Cas Geni
Homologunun Klonlanmas1 ve Kiilleme Hastaligina Kars1 Direnglilikte Ekspresyon
Seviyesinin Incelenmesi’ tez bashigi ve 110T984 nolu TUBITAK proje bursu ile
2011-2013 yillar arasinda bitirdim. 2013 yilindan bu yana Saglik Bilimleri Enstitiisii
Tip-Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali’nda yiiksek lisans egitimime devam
etmekteyim.
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